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(57) Abstract 

Carriers for delivering medicinal, nutritional, plant-protecting or cosmetic active principles arc disclosed. One of the essential aims 
is to provide biocompatible, biodegradable, non-immunogenic. stable, solvent-free active principle delivery particles with a controllably 
and adjustably small particle size for protecting the active principles without denaturing same as well as releasing said active principles. 
Therefore, micropaiticles with a cohesive structure made of a composite, physically and chemically stable and integral gel arc provided 
which include an oil (I). e.g. coconut oil, an aqueous phase (11) and a non-cross-linked linear copolyaminoacid such as (statistical or diblock) 
Uu/Glu. The size of said delivery particles is controllable and adjustable between 0.05 and 500 Said caniers are useful for delivering 
drugs, nutrients and plant-protecting or cosmetic substances. 

(57)Abr^^ 



La prfsentc invention conccme des vccteurs de transport de Principes Actifs (PA) mddicamenteux, nutritionncls, phytosanitairts 
ou cosm6tiqucs. L*un des objectifs essentiels de Tinvention est de foumir des particules de vectorisation (PV) de PA de faible 
granulomdtiie contrftlable et ajustable. protecirices du PA biocompatibles, biod6gradables, non-immunogincs, stables, excmptcs de solvant. 
non d^naturantcs pour le PA et pcnnettant la liberation de ce dernier. Cet objcctif est attcint grace d Tinvcntion qui conceme des 
microparticulcs de structure cohfoive faitcs de gel composite, physico-chimiquemcnt stable et intfegre et comprenanl de Thuile (0 - e.g. 
huilc de coco -, une phase aqueusc (II) et un copolyaminoacide Hn6airc non r<ticul6 de type Leu/Glu (staiisiique ou dibloc). Ces PV ont une 
taillc contrftlable et ajustable entre 0.05 et 500 p. Application: vectorisation de medicaments, de nutriments et de produits phytosaniiaircs 
ou cosm^tiques. 
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MICROPARTICULES OE GEL COMPOSITE COMME VECTEURS DE PRINCIPES ACTIFS 



5 OOMAWE TECHNIQUE : 



Le domaine de la presente invention est celui des vecteurs utiles pour 
I'administration de principes actifs (PA), de prtference medicamenteux ou 
nutritionnels, notamment par voie orale, nasale. vaginale, oculaire, sous-cutanee, 
10 intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale, 
parenterale, etc. Ces vecteurs permettent le transport sous protection des PA, a 
ttnterieur de lorganisme, jusqu'a leur site d'action. lis visent a ameliorer la 
biodisponibilite des PA. Ces vecteurs peuvent etre, e. g., des systemes a liberation 
prolongee de PA. 

Les PA plus particulierement, mais non limitativement, concernes par 
llnvention sent, par exemple, des proteines. des glycoprotcines, des peptides, des 
polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonuclfotides et des polynucleotides. 

La presente invention conceme, plus precisement, des particules - 
avantageusement de type submicroniques et/ou microniques - de Vectorisation (PV), 
20 de PA, en particulier medicamenteux. 

Outre les PA medicamenteux et nutritionnels. I'invention conceme, 
egalement, des PA phytosanitaires ou cosmetiques. 

La presente invention vise aussi bien les particules nues en tant que telles, 
que les systemes de vecteurs de PA. constitues par les particules chargees par le (ou 
25 les) PA considere(s). 

L'invoition conceme, dgalement, un proc^6 de preparation desdites 

particules. 
ARTANTERIEUR: 

30 

Les progres du genie genetique et des biotechnologies, ainsi que les 
decouvertes y affdrentes d'outils genetiques, de proteines et de peptides 
biologiquement actifs, ont permis I'essor de nouveaux principes actifs medicamenteux 
(PA) offirant une activite intrinseque et une selectivite elevees. Ces PA sont, en 
J5 revanche, facUement degrades dans I'organisme avant d'atteindre leur site d'action 
therapeutique et leur biodisponibilite est, en consequence, tres faible. Dans le cas de 
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radministration par la voie orale, le traclus gastro-intestinal constitue une barriere 
chimique et physique redoutable pour le PA qui doit, d'une part, resister a la 
degradation par le systeme digestif et, d'autre part, passer a travers la membrane 
epitheliale gastro-intcstinale. A cet egard, on pourra, par example, se reporter a la 
5 revue de M, J, HUMPHREY (Delivery System for peptide Drugs, editee par 
S. DAVIS et L. ILLUM, Plenum Press, N. Y., 1986), qui fait etat de la faible 
biodisponibilite des peptides et des peptides administres par voie orale. 

Natureliement, ces avatars de transport et de sejour dans t'organisme ne 
se iimitent pas aux proteines, mais affectent egalement les PA formes par des outils 
10 genetiques (oligonucleotides, polynucleotides, plasmides) susceptibles d'8tre mis en 
oeuvre dans les techniques de therapie genique. 

Pour pallier cela, il a ete propose d'encapsuler les PA dans des particules 
de vectorisation de PA, denommees egalement PV. L'interet de ces techniques 
d*encapsulation est de proteger et/ou de transporter le PA jusqu'a son site d*action 
IS therapeutique, en le sauvegardant contre les agressions de Torganisme, afin 
d*augmenter sa biodisponibilite. 

Parmi tous les materiaux envisageables pour Tencapsulation de PA, les 
polymeres sent de plus en plus utilises, du fait de leurs proprietes intrinseques. 

S*agissant du cahier des charges que Ton souhaite obtenir pour de telles 
20 PV, il est particulierement exigeant et comprend, notamment, les specifications 
suivantes. 

1 - II devrait, avantageusement, etre possible de pouvoir disposer de PV de 
diametre moyen compris entre une fraction de micron et quelques microns, avec 
une repartition granulometrique etroite, de fa^on a pouvoir adapter la 

2S granulom^trie des PV au mode d'admirastration choisi et/ou le site 

therapeutique vise. Par exemple, si une inmiunisation mucosale par la voie orale 
est recherchee, la taille des PV doit etre comprise entre 0,5 et 10 pim, afin 
que les PV puissent penetrer les plaques de Peyer et atteindre les tissus 
lymphoides. Dans le cas d'une administration sous-cutanee, il y a avantage a 

30 disposer de PV de taille superieure a 10 ^m pour que les particules ne rentrent 

pas dans la circulation generale ou elles sont rapidement intemalisees par le 
systeme reticulo-endothelial, mais qu'elles difiusent progressivement depuis leur 
site d'injection. 

Cette specification implique un controle dimensionnel des PV, a la fois sur la 
35 distribution de la granulometrie des PV et sur \&ar diametre moyen, qui 

represente une operation tres delicate sur le plan technologique. 
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2 - II est souhaitable que les PV assurent la protection du PA jusqu'au site de 
liberation. Par exemple, dans une administration orale d'un PA forme par un 
vaccin. ce dernier gagnerait a etre protege, tout au long du tractus 
gastrointestinal. 

5 3- H est preferable que le polymere, constituant les PV, soil biocompatible et 
biodegradable ct, encore mieux, qu'il soit metabolise en produits non toxiques 
pour I'organisme. 

4 - II est egaiement avantageux que le polymere, constitutif des PV, n'induise pas 
de reponse immunitaire (immunogeniale). 
10 5 - On attend des PV qu'elles permettent la liberation control^e et prolongee du PA. 
6 - Enfin, il est egaiement preferable que les PV puissent etre obtenues par un 
procede non denaturant pour le PA. Ainsi, ['usage de solvants organiques et/ou 
de temperatures eievees est a proscrire. 

De nombreuses propositions techniques anterieures ont vainement tente 
de satisfeire k I'ensemble de ces specifications. Les reponses apportees jusqu'alors ne 
sont done que partidles et incompletes. 

Dans toutes ces propositions infructueuses de I'art anteiieur. plusieurs materiaux 
constitutifs de base ont etc envisages pour les particules de vectorisation PV. Ces 
materiaux peuvent etre des polymeres biocompatibles, tels que les proteines ct/ou les 
poiymeres d'a-hydroxyacides (polylactiques et/ou glycoliques) et/ou des 
poiycyanoaciylates d'alkyle et/ou des polyorthoesters et/ou des corps gras (huiles - 
graisses). 

Les PV (microspheres ou microcapsules) de nature proteique sont. la 
plupart du temps, obtenues par des traitements drastiques de reticulation a I'aide 
d'agents chimiques du type glutaialdehyde ou par elevation de la temperBture. II va 
sans dire que de tels traitements entrainent necessairement une denaturation de bon 
nombre de prindpes actift. De surcrott. la toxicite des agents reticulants du type 
glutaraldehyde est particulierement mal venue dans les applications pharmaceutiques. 
A titre d'exemples de teUes microparticules connues, on peut citer celles divulguees 
dans la demande de brevet EP 0 363 921. Les particules selon cette demande sont 
obtenues par coacervation complexe d'un polyaminoacide synthetique et d'un 
polymere anionique. en solution aqueuse. par ajustement du pH. Le polyaminoacide 
est un copolymere amphiphile a base d'acide glutamique et de lysine, tandis que le 
polymere anionique est un polysaccharide soluble dans I'eau. tel que la gomme 
arabique. On donne de la cohesion a ces particules par reticulation du coacervat a 
I'aide de glutaraldehyde. Outre les problemes de toxicite et de degradation des PA - 
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signales ci-dessus, il convient d'observer que les polymeres du coacervat selon YEP 
0 363 921 souffrent d'un caractere immunogene. 

Des microparticules, proteiques ou a base de polymeres biocompatibles et 
biodegradables, peuvent egalement etre preparees par les techniques classiques 
S d'emulsion, 

A ce propos, on pcut evoquer, par exemple, les demandes de brevets WO 91/06 286 
et WO 91/06 287 qui decrivent des procedes de formation de particules en emulsion 
dans lesquels on utilise, comme polymere : 

- soit une proteine hydrophobe choisie parmi le collagene, la caseine, la keratine et, 
10 de preference, les prolamines, 

- soit an polymere biocompatible et biodegradable, tel que les poly(lactiques) ou les 
poly(orthoesters) . 

Le PA peut etre hydrophobe ou hydrophile mais, dans ce dernier cas, la technique de 
double emulsion est recommandee. La taille des microparticules est d'environ 100 \im 

15 et, de preference, comprise entre 50 nm et 100 |im. 

La demande de brevet WO 89/08 449 fait egalement reference a Tencapsulation 
par emulsion, pour incorporer des PA dans des microparticules de poly(lactiques) de 
taiUe inferieure a 10 ^m. Et il est precis6, dans ce document, que cette taille est une 
limite maximale pour Tabsorption au travers des tissus iymphoides des muqueuses 

20 (administrations orale, nasale, rectale, ophtalmologique). 

Les techniques d'emulsion sont tres seduisantes a priori, car elles permettent la mise 
en oeuvre de la plupart des PA dans des microparticules, dont on peut controler la 
granulometrie jusqu'a des tailles de I'ordre de 1 |xm. Mais, dans ces techniques, on a 
recours a des solvants organiques pour solubiliser les polymeres constitutifs des 

25 particules. Ces solvants sont, e. g. des cetones, des alcools, des amides ou leurs 
melanges. Et malheureusement, il s'avere que ces solvants peuvent 6tre denaturants, 
notanmient pour les PA peptidiques ou polypeptidiques. 

On signalera, egalement, a la charge des polymw^es constitutifs du type poly-a- 
hydroxyactdes (polylactique et/ou glycolique) un probleme ^accumulation in vivo, de 

30 nature a engendrer des effets de rejet. 

On connajt, egalement, des PV biocompatibles, formees en solution 
aqueuse sans elevation excessive de la temperature et appelees proteinoides. Ces PV 
ont ete decrites des 1970 par W. FOX et K. DOSE dans "Molecular Evolution and 
the origin of Life", Ed. Marcel DEKKER Inc. (1977). 

35 En s'inspirant de ces travaux, la demande de brevet WO 88/01 213 propose un 
systeme a delivrance de PA a base de proteinoides. Le polymere utilise est un melange 
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de polypeptides artificiels obtenus par condensation themiique d'acides amines 
synthetiques ou naturels et/ou de petites chaines peptidiques. Le mode de 
condensation choisi conduit a des oligomeres ramifies et done tres peu solubles. II est 
ensuite precede a une selection par filtration de ces oligomeres ramifies, afin de 
recuperer les fhwtions hydrosolubles. Cette fraction est necessairemem composee de 
reticulats nunifies de tres petite masse. Les microparticules selon cette invention sont 
obtenues par changement de pH qui cree la precipitation des oligomeres ramifi<5s en 
proteinoides. 

Lorsque la solution dans laquelle s'effectue la precipitation contient des PA en 
solution, une partie d'entre eux est emrainee dans le prot6inoide lors de sa formation. 
Les inconvenients de ce systeme sont . 

- un faible taux d'encapsulation, 

- une methode de synthese par abaissement de pH, 

- un precede de purification des polymeres delicat, 

- un enchainement non regulier (non alpha peptidique) des aminoacides du au mode 
de synthese qui ne permet pas d'affirmer que les reactions de degradation 
enzymatiques seront identiques k celles d'un alpha-polyaminoacide. 

- enfin, I'utaisation d'un grand nombre d'aminoacides monomeres differents, qui peut 
induire une reponse immunitaire. 

La demande de brevet WO 93/25 589 porte sur I'amelioration du precede 
de synthese de protenoides par condensation thermique d'acides amines. On retrouye 
les memes inconvenients que ceux attaches a I'objet de la demande mere evoquee ci- 
dessus. 

Les microparticules, du type nanocapsules decrites dans la demande de 
brevet EP 0 608 207 et dont ia parol est a base de poly(2.cyanoacrylate d'alkyle). ne 
sont citees ici que pour memoire, dans la mesure ou la toxicite des residus de 
monomeres mis en oeuvre est clairement redhibitoire pour les vectorisations de PA 
Chez I'homme et/ou I'animal. Par ailleurs, on comiaft mal I'^Iimination des residus de 
tels polymeres. 

S'agissant maintenant des PV de nature essentiellement Upidique ou 
hydrophobe, on peut denombrer plusieurs types de systemes, a savoir : 

- les liposomes, 

- les particules lipidiques solides (SLP), 

- les v&icules lipidiques a multiples chambres (VLMC). 
35 - les particules de fondu super-refi-oidi (PSM), 

- les emulsions lipidiques. 
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- et les particules du type porteur matriciel lipidique (LMC). 

Les liposomes sont des structures coUoidales spheriques cotnprenant une 
phase interne aqueuse enveloppee par un ou plusieurs bi-couches de phospholipides. 
Les liposomes sont connus en tant que particules de vectorisation. 
S Un premier inconvenient des liposomes est leur instability dans les fiuides bioiogiques 
et la Vitesse elevee de relargage du PA qu'ils sont susceptibles de contenir. On se 
referera, a ce propos, a Tarticle de KIM et al., Biochim. Biophys. Acta, 728, 339-348, 
1983. 

Un deuxieme inconvenient des liposomes est qu'ils ne permettent qu*un faible taux de 

10 chargement en PA. 

Un troisieme inconvenient des liposomes tient a leur instabilite au stockage. 

Un quatrieme inconvenient des liposomes est lie a la faible reproductibilite de leur 

fabrication et, notamment, a leur mediocre aptitude au piegeage de PA, 

La litterature brevets sur les liposomes est dense. On citera, pour memoire, les brevets 

15 suivants : US 3 993 754, US 4 235 871, US 4 356 167 et US 4 377 567. 

La demande de brevet Internationale PCX WO 94/20 072 decrit des 
particules lipidiques solides (SLP), de forme non spherique et constitutes par une 
matrice lipidique cristalline, solide a temperature ambiante. Les lipides a haut point de 
fusion concemes sont, de preference, des triglycerides (9 fusion = 30-120 X). En 

20 suspension, ces SLP peuvent etre stabilisees par des composes amphiphiles, ioniques 
ou non ioniques. Ces composes amphiphiles stabilisants peuvent etre des 
phospholipides, des sphingolipides, des glycosphingolipides, des sels biliaires 
physiologiques, des acides gras satures ou non, des alcools gras, des acides ou des 
alcools gras methoxyles, de meme que lairs esters et leurs ethers, des alcools 

25 alkyloaryles polyethers, des esters et des ethers de sucres ou de sucres-alcools avec 
des acides gras ou des alcools gras, des mono ou des di-glyccrides acetyles ou 
ethoxyles, des copolymeres blocs de polyoxyethyldne et de polyoxypropylene oxyde, 
des ethers ou des esters de sorbitan ethoxyle, des aminoacides, des polypeptides, des 
prot^ines (gelatines, albumines), ainsi que les melanges des susdits composes. 

30 Du fait de leur nature solide cristalline, ces SLP comportent, necessairement, une 
etape de fusion a temperature elevee, lors de leur formage et de I'incorporation de PA. 
II a deja ete signale que les chauffages a temperatures elevees sont nuisibles a certains 
PA sensibles. En outre, compte tenu de la nature exclusivement lipidique des SLP, ces 
demiers s'averent non adaptes pour les PA hydrophiles, Enfin, lorsqu'il s'agit d'un PA 

35 hydrophobe, de nature differente de celle formant la matrice du SLP, les rendements 
d*incorporation sont extremement faibles, de Tordre de quelques %. 
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La demande de brevet Internationale PCT WO 95/13 796 decrit des 
vesicules Hpidiques a multiples chambres aqueuses internes (VLMC). Ces PV 
trouvent leur originalite par rapport aux liposomes, au travers de leur structure a 
multichambres non concentriques et a contenu aqueux. Lesdites chambres aqueuses 
sont formees chacune par une membrane formee d'un bicouche lipidique definissant 
une sphere. 

Pour preparer ces VLMC, on met en oeuvre un lipide neutre. du type huile vegetale, 
graisse animale ou tocopherol, ainsi qu'un lipide amphiphile dot6 d'une forte charge 
negative - e. g phosphatidylserine -. Ces deux types de lipides sont mis en solution 
dans un solvant organique auquel on ajoute une solution aqueuse comprenant le PA a 
encapsuler, de maniere a former ainsi une emulsion eau dans huile. On complete cette 
6mulsion par ajout d'un agent retardant la liberation du PA. On procede ensuite a une 
deuxieme emulsion par addition d'une solution aqueuse secondaire contenant au 
moins un agent osmotique non-ionique et un agent neutralisant les acides et ayant une 
faible force ionique. Apres agitation, il se forme des spherules de solvant contenant de 
multiples gouttelettes aqueuses. Par evaporation du solvant, on transforme ces 
spherules en VLMC. Les chambres aqueuses internes sont done en suspension dans la 
solution aqueuse secondaire et non dans le chloroforme qui a Hi elimine. 
Comme ses alter ego, cette technique de double emulsion est critiquable en ce qu'elle 
fait intervenir des solvants organiques toxiques, dont on ne peut garantir I'absence de 
traces dans les microparticules finales. 

La demande de brevet intemationale PCT WO 95/05 164 decrit des 
particules d'ubidecarenone ou d'autres substances faiblement solubles dans I'eau, dans 
lesquelles cette ou ces substances faiblement solubles dans I'eau, sont a I'etat de 
"fondu super-refroidi". c'est-a-dire qu'elles se pr&entent dans un etat assimilable a 
I'itat Uquide a une temperature inferieure a leur temperature de fusion. Ces particules 
denomm^es egalement PSH requi^t la mise en oeuvre d'un stabilisant amphiphile 
(lecithine) lorsqu'elles sont mises en suspension dans un liquide aqueux. Ces 
stabilisants sont les memes que ceux decrits dans la demande PCT WO 94/20 072 
portant sur les SLP. U fondu super-refroidi constituant la particule possede une 
temperature de fusion de I'ordre de 70 »C. II s'agit done de graisses et non pas d'huiles 
liquides a temperature ambiante. Les corps gras, susceptibles de former un tel fondu. 
sont choisis parmi les vitamines, les sterols ou les triglycerides, par exemple. 
Ces PSM sont obtenus par fusion de la substance destinee a former le fondu super- 
35 refroidi. Le compose amphiphile est alors disperse dans cette substance fondue On 
ajoute ensuite de I'eau et I'on soumet le mflange a une homogeneisation/agitation a 
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haute Vitesse, tout en maintenant la temperature reactionnelle au dessus de la 
temperature de fusion de la substance mise en oeuvre. On obtient in fine une 
dispersion de PSM dans une phase aqueuse continue. L'eau est absente, ou quasiment 
absente, des niicropaiticules de PSM. 

5 De tels vecteurs ont rinconvenient d'etre specifiques et exclusifs aux PA hydrophobes. 
En outre, les temperatures elevees, requises pour la conduite du procede de 
preparation des ces PSM, peuvent etre prejudiciables aux PA. 

On connait. egalement, des systemes de vectorisation faisant intervener 
des emulsions lipidiques constituees par des gouttelettes d'huile liquide dispersees 

10 dans une phase aqueuse et stabiiisees par un film interfacial d'emulsifiant (lecithines). 
La vectorisation de PA a I'aide de PV, constituant la phase heterogene d*emulsion 
lipidique, est decrite dans la demande de brevet international PCT WO 91/02 517. La 
cohesion, Tintegrite ou la stabilite de tels PV est precaire ou fragile. En eflFet, ces PV 
n'ont pas d'existence physique, i. e. ils ne forment pas de corps certain, en dehors du 

15 milieu d'emulsion. Des lors que Tequilibre tnstaure par le tensioactif est perturbe, les 
gouttelettes dhuile liquide coalescent et disparaissent. En consequence, ces emulsions 
lipidiques n'ofirent que tres peu de debouches dans la vectorisation de PA. 

Le brevet US 4 610 868 concerne un nouveau type de PV lipidique, qui 
peut etre decrit conune clant une structure globulaire formee par une matrice 

20 lipidique. Ces PV, egalement denommes LMC, ont une tmlle comprise entre 0,5 jim 
ct 100 Jim. Les constituants de base des LMC sont un compose hydrophobe, un 
compose amphiphile et, eventuellement, un PA accompagne d'eau si ce dernier est de 
nature hydrosoluble. 

Le compose hydrophobe est, de preference, une huile a base de triglyceride, telle que 
25 Thuile de mais ou I'huile de noix de coco. Les sterols peuvent egalement convenir 
comme composes hydrophobes. 

Les composes amphiphiles preoonises sont ceux de nature lipidique, tels que les 
phosphoglycerides et, plus particulierement, la phosphatidylcholine du jaune d'oeuf. 
La preparation de ces LMC fait intervenir un solvant organique, tel que Tacetone ou 

30 Tethanol. Scion un mode particulier de mise en oeuvre du procede de preparation de 
ces LMC, une emulsion eau dans huile - obtenue a partir d'huile de 
phosphatidylcholine, d*eau et de PA hydrosolubles - est extrudee dans le solvant 
organique sous agitation. Les LMC sont generes au moment de I'introduction de 
Temulsion E/H dans le solvant. Dans le cas ou le PA est hydrophobe, le melange 

35 dliuile amphiphile et de PA s'opere dans le solvant organique, ledit melange etant 
ensuite extrude dans une phase aqueuse. 
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Pour les PA solubles dans I'eau, il est envisageable d'eliminer totalement la phase 
aqueuse et d'extruder le melange huile + amphiphile + PA dans le solvant organique. 
Apres elimination du solvant organique ou aqueux, on recupere des LMC qui, selon le 
brevet, sont dtoites comme ressemblant a des gouttelettes d'huile qui ne coalescent 
S pas. 

Ces LMC presentent llnconv&iient majeur de necessiter ta mise en oeuvre de solvants 
lors de leur preparation et I'on sait que la presence de solvant, meme a I'etat de traces 
dans les PV, est particulierement indesirable. On soulignera la nature exclusivement 
lipidique des LMC. Enfin, U doit etre considere que le precede d'obtention des LMC 

10 est relativement complexe et peu commode a mettre en oeuvre de fa9on industrieUe 
(extrusion dans un solvant). 

Dans cet 6tat de connaissances. Tun des objectifs essentiels de la presente 
invention est de foumir des PV, en particulier submicroniques et microniques, a base 
de lipides et susceptibles de servir de vecteurs d'un principe actif (PA), en particulier 

15 medicamenteux et/ou nutritionnel, pour I'administration dudit PA a un organisme 
humain ou animal, ces PV satis&isant pleinement au cahier des charges explicite supra 
et repute ci-apres : 

1 - II devrait, avantageusement, gtre possible de pouvoir disposer de PV de 
diametre moyen compris entre une fraction de micron et quelques microns, avec 
une repartition granulometrique etroite, de fafon a pouvoir adapter la 
granulometrie des PV au mode d'administratlon choisi et/ou le site 
therapeutique vise. Par exemple, si une immunisation mucosale par la voie oraJe 
est recherchee, la taille des PV doit etre comprise entre 0,5 jim et 10 ^m, afin 
que les PV puissent penetrer les plaques de Peyer et atteindre les tissus 
lymphordes. Dans le cas dHine administration sous-cutanee. il y a avantage k 
disposer de PV de taille superieure a 10 jun pour que les particules ne rentrent 
pas dans la circulation generale oil dies sont rapidement intemalisees par le 
systeme reticulo-endothelial, mais qu'elles diffiisent progressivement depuis leur 
site d'injection. 

30 Cette specification implique un controle dimensionnel des PV, a la fois sur la 

distribution de la granulometrie des PV et sur leur diametre moyen, qui 
repr^sente une operation tres delicate sur le plan technologique. 
2 - n est souhaitable que les PV assurent la protection du PA jusqu'au site de 
liberation. Par exemple. dans une administration orale d'un PA forme par un 

35 vaccin, cc dernier gagnerait a etre protege, tout au long du tractus 

gastrointestinal. 
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3- II est preferable que le polymere, constituant les PV, soit biocompatible et 
biodegradable et, encore mieux, qull soit metabolise en produits non toxiques 
pour Torganisme. 

4 - II est egalement avantageux que le polymere, constitutif des PV, n'induise pas 
5 de reponse immunitatre (inununogeniale). 

5 - On attend des PV qu'elles permeltent la liberation controlee et prolongee de 

PA. 

6 - Enfin, il est egalement preferable que les PV puissent etre obtenues par un 

procede non denaturant pour le PA. Ainsi, I'usage de solvants organiques et/ou 
10 de temperatures elevees ou des modifications drastiques de pH sont a proscrire. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de foumir des PV a base de 
lipides qui soient stables au stockage, quel que soit le milieu exterieur, c'est-a-dire qui 
gardent leur integrite physique, aussi bien dans une phase continue formee par de 
Teau, par une solution aqueuse ou par un solvant organique, de sorte qu'elles ne 
1 5 doivent pas avoir tendance a coalescer entre elles. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de foumir des PV a base de 
lipides qui soient d\ine granulometrie moyenne controlable et ajustable. 

Un autre objectif essentiel de invention est de foumir des PV qui soient 
simples a preparer (pH non agressiO, stables a tout pH compris entre 2 et 13 et non 
20 immunogenes. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de foumir des PV a base de 
lipides qui soient faisables industriellement et economiques et qui soient aptes a se 
charger en PA hydrophile tout conune lipophile avec des forts taux de chargement. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de foumir un procede de 
25 preparation de PV a base de lipides et susceptibles d'etre utilisees conune vecteurs de 
PA, ledit procede se devant d'etre econonuque, simple a mettre en oeuvre, non 
denaturant pour les PA et devant, en outre, permeltre une maitrise fine de la 
granulometrie moyenne des particules obtenues. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est Tutilisation des susdites 
30 particules pour la preparation de medicaments (e. g. vaccins) et/ou de nutriments, en 
particulier pour administration per os, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, 
intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou 
parenterale, de principes actifs, tels que des proteines, des glycoproteines, des 
peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonucleotides el des 
35 polynucleotides. 
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Un autre objectif essentiel de Tinvention est de foumir un medicament du 
type systeme a liberation prolongee de PA, qui soit biocompatible et qui procure une 
haute biodisponibilite du PA. 

5 BREF EXPOSE DE L'INVENTION : 

Les objectifs relatifs aux produits, parmi d*autres, sont atteints par la 
presente invention qui conceme des particules, notamment de vectorisation de 
principe(s) actifts), du type de celles a base de microparticules susceptibles d'etre 
10 utilisees comme vecteurs de principe(s) actif(s) (PA), caracterisees : 

* a * en ce qu'elles ont chacune une structure cohesive faite de gel- 

composite, physico-chimiquement stable et integre, 

* P * en ce qu'elles tirent leur cohesion de la presence des trois 

composes suivants : 
15 (I) deThuile, 

(D) une phase aqueuse, 

(ID) et au moins un copolyaminoacide lineaire non reticule, 
synthetique et comportant au moins deux types differents 
de comonomeres aminoacides AAj hydrophile et AA^ 
20 hydrophobe, 

* 7 * et en ce qu'elles presentent une taille moyenne controlable et 

ajustable sur une gamme inferieure ou egale a 500 ^m, de 
preference a 200 ^m et, plus preferentiellement, comprise entre 
0,05 et 100 nm. 

I' nierite de la demanderesse d'avoir mis au point ces 

microparticules en paitie Upidiques, en procedant, d'une part, a une selection de 
produits constitutifs particuUers, a savoir huile, eau et copolyaminoacide specifique, 
et, d'autre part, en mettant au point un protocole d'obtention desdites microparticules 
qui permet, de maniere tout a fait surprenante et inattendue, de conduire a une 
30 suspension colloidale de particules cohesives bien differenciees et extrgmement 
stables. 

La stabilite est bien Tune des caracteristiques originales les plus etonnantes 
des particules selon I'invention. Celles-ci conscrvent, en effet, leur integrite et leur 
caractere difFerencie. aussi bien dans un mUieu liquide, quel que soit le pH du milieu, 
35 qu'a Tetat de lyophilysat. En d'autres termes. cela signifie qu'elles peuvent etre isolee^ 
par filtration ou decantation (par centrifugation e. g.). sans coalescer. EUes forment 
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done des entites de type gel composite, qui possedent leur identite et leur existence 
propre, quel que soit leur milieu de stockage, 

Au sens de la presente invention, le terme "gel composite" designe ou fait 
reference a une notion de gel physique a base d*eau, d'huile ct de polymere. 
5 Les PV selon Tinvention sent, par ailleurs, des biovecteurs, aptes a inclure 

tout principe actif, quelle que soit sa nature hydrophile ou hydrophobe, et a assurer 
son transport a Tinterieur de Torganisme. Ces PV sont des biovecteurs d'autant plus 
convenables : 

- qu'ils sont non immunogenes, biodegradables et exempts de produits toxiques de 
10 structuration et/ou de fabrication, et ce meme a Fetat de traces (solvants, 
glutaraldehyde), 

. et que leur taille (granulometrie) est controlable sur une large gamme. 

En definitive, les PV sont des microparticules stables et cohesives. EUes 
ne coalescent pas, a la difference des gouttelettes d'emulsion. 

15 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION : 

La morphologie de ces PV cohe^ves selon Tinvention, apparait clairement 
sur les photographies en Microscopie Electronique a Balayage (MEB) donnees aux 
20 fig. 1 et 2 annexees. La description de ces photographies MEB est reprise ci-apres, 
notamment dans les exemples. Mais on peul, d'ores et deja, remarquer que ces PV de 
gel-composite sont de forme sensiblement spherique, d*aspect lisse. Elles sont bien 
differenciees les unes des autres. 

S'agissant de leur stnicture, il est possible d'indiquer qu'il ne s'agit pas 
25 d'une organisation en feuiUcts du type de celle des liposomes, pas plus que de simples 
gouttelettes de phase heterogene d'emulsion WE ou E/H. 

A defaut d'elements tangibles de caracterisation de leur structure, la 
demanderesse a pu definir ces PV de gel-composite au travers de particularites 
fonctionnelles et, plus preciscment, de comportcmcnt de ces PV des tests d'evaluation 
30 technique discriminants. 

Ainsi, les caracteristiques * a * des PV visees ci-dessus sont refletees par 

au moins Tune des proprietes fonctionnelles suivantes : 

- ttj - absence de coalescence des microparticules suite a un traitement 
de lyophilisation, cette non-coalescence se traduisant par une 
35 conservation de la repartition granulometrique, en particulier du 

D[4,3] a raison de ± 20 %, apres rchydraution selon un test ctj ; 
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- ttj - absence de coalescence a la centrifligation se traduisant par une 
consemtion de la repartition granulometrique et, en particulier 
du D[4,3] a raison de ± 20 %, selon un test ctj ; 

-aj-r&istance aux variations de pH se traduisant par une 
conservation de la repartition granulometrique des 
microparticules et, en particulier. du D[4,3] i raison de ± 20 %, 
aprds soumission des pH de 3 et de 13, selon un test a, ; 

- a, - absence de coalescence en dispersion dans une solution aqueuse 
tamponnee, se traduisant par une conservation de ia repartition 
granulometrique des microparticules, en particulier de leur 
D[4.3] a raison de ± 20 %. pendant des durees de stockage 
superieures ou egales a 3, 9 et 18 mois a des temperatures de 
37 "C, ambiante et 4 "C respectivement, selon un test a^. 

Les tests, a,. Oj, a,, a^, dont il est question supra, sont utiles comme 
normes de definition dans le cadre du present expose. Ccs tests sont definis en detail 
ci-apres. 

- Test Uj de stabile des PVa la fyophilisation/rehydratation : 

Dans un ballon de 500 ml, on prepare 50 ml d-une suspension de PV a 0,2 % en 
poids, calcule sur la base de la masse de polymere constituant les PV. La phase 
aqueuse saline tamponnee employee est constituee par du PBS 0.01 M (tampon 
phosphate, pH 7.4 a 25 X). 

Cette sohition est ensuite congelee dans de I'azote liquide avant d'etre lyophilisee a 
I'aide d-un dispositif de lyophilisation de marque CHRIST-ALPHAl-4 en 
soumettant I'echantiUon a une pression de 20 Pa, a une temperature de - 52 °C 
25 pendant 48 h. 

On hydrate ensuite le lyophUisat ainsi obtenu en le mettant en presence d'un volume 
de phase aqueuse identique k celle utilisee pour la mise en suspension et 
representant 5 ml. 

U repartition granulometrique des PV ainsi rehydratees est mesuree par difiraction 
laser a l aide d'un COULTER LS 130 selon un modele de calcul FRAUNHOFER 
avec "PIDS". Cela pennet d'obtenir le D[4,3]. 

On effectue une mgme mesure de repartition granulometrique avec detennination 
du D[4,3] avec la suspension de PV preparee ci-dessus et on compare les D [4.3] 
obtenus avec et sans lyophillsation/rdhydratation. 
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- Test de stabilite des PV a la centrifugation : 

On realise une suspension de PV de la meme fa9on que celle selon le text a, decrit 
ci-dessus, a la difference pres que la concentration des PV dans la suspension est 
de 2 % en poids au lieu de 0,2 %. 
S On centrifuge un echantillon de 1,S ml de la susdite suspension a I'aide d'une 
centrifiigeuse de marque SIGMA 3K30, pendant 10 min a 60 000 g. 
Uechantillon est agite manuellement pour remettre en suspension les PV, apres 
centrifugation. 

On realise les mesures granulometriques (D[4,3]) comme decrit dans le test ci- 
10 dessus. On compare les D[4,3] obtenus avant et apres centrifugation. 

- Test de resistance au pH des PV : 

On introduit 0,5 ml de suspension de PV a 2 % (concentration exprimee de la 
meme facon que celle donnee au test a,) dans 5 ml d'une solution d'HCl titrant 10-^ 
N(pH2). 

1 5 On stocke une joumee a temperature ambiante. 

La suspension est neutralisee par introduction de 50 ^1 de soude 1 N. On complete 
a 10 ml avec une solution saline tampon phosphate (PBS), pH 7,4. 
On realise les mesures granulometriques de D[4,3] sur des suspensions ayant et 
celles n'ayant pas subi d*abaissement du pH a une valeur de 2. On compare les 

20 D[4,3] obtenus dans les deux cas de figures. 

On realise exactement la meme operation, mais cette fois en introduisant 0,5 ml de 
suspension de PV a 2 % (concentration exprimee de la meme faQon que celle 
donnee au test a,) dans 5 ml de soude a 10*^ N. On neutralise par addition de 
0,5 ml dUCl 1 N. On complete a 10 ml avec une solution saline tampon phosphate 

25 isotonique (PBS), pH 7,4, 

On procede aux memes mesures et aux memes comparaisons granulometriques de 
D[4,3]. 

- Test de stabilite au stockage des PV : 

On realise une suspension de PV en tous points identique a celle preparee 
30 conformement au test decrit ci-dessus. 

Des echantillons de cette suspension (2 ml) sont stockes a des temperatures de 2, 4 
et 37 ^^C et a temperature ambiante. 

On efFectue un suivi de la repartition granulometrique et, en particulier, du D[4,3] 
(meme methode de mesure que pour les tests a, a ci-dessus) en fonction du 
35 temps de stockage. 
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On compare les valeurs de Dt4,3] obtenues apres differentes durees de stockage 
dans les differentes conditions de temperature, par rapport a une reference de 
D[4,3] mesuree sur la suspension juste apres sa preparation (t = 0). 
On fixe aibitraireraent les seuils de duree de stockage avec conservation de la 
repartition granulomitrique des PV conune indique ci-apres : 

* superieure ou egale a trois mois i 37 "C ; 

* superieure ou egale a neuf mois a temperature ambiante ; 

* superieure ou egale a dix-huit mois k 4 "C. 
De preference, les PV de gel-composite selon IWention possedent au 

moins deux des caracteristiques fonctionnelles a„ Oj, Oj, et, plus 
preferentieliement encore, a,, Oj et Oj. 

Ces caracteristiques sont illustrees infra dans les exemples. 
Comme indique supra, la selection du copolyaminoacide est I'un des 
parametres cniciaux de I'invention. C'est ainsi que. conformement a une 
1 5 caracteristique pref6ree, le copolyaminoacide (ID) presente : 

* des comonomeres AAj choisis dans le groupe d'aminoacides 
suivants : acide glutamique, acide aspartique, ornithine, arginine. 
lysine, asparagine, histidine et leurs melanges, 

* ainsi que des comonomeres AA„ choisis dans le groupe 
d'aminoacides suivants : leucine, tyrosine, phenylalanine, valine, 
cystine, isoleucine et leurs melanges. 

Plus preferentieliement encore, le copolyaminoacide (HI) comprend un 
comonomdre AAj forme par I'acide glutamique et/ou I'acide aspartique, ainsi qu'un 
monomere AA, fonne par la leucine et/ou I'isoleucine et/ou la tyrosine et/ou la 
25 phenylalanine. 

Les copolyaminoacides (III) Uneaires selon llnvention peuvent etre de 
stmcture statistique ou de stnicture dibloc, tribloc ou multiblocs. la stnicturc dibloc 
etant prefer^e pour des raisons de non-immunogenicite. 

Par stmcture statistique, on entend un copolym^e obtenu a partir de 
30 comonomeres ayant des rapports de reactivite differents. ce qui implique que la 
composition de ces copolymeres, dits statistiques, varie en fonction du degre de 



20 



conversion. 



Un exemple de copolyaminoacide (IH) plus specifiquement adapte a 
I'invention est le Leu/Glu et, en particulier, celui dos6 a 50/50. 



wo 97/34584 



PCT/FR97/00471 



16 

Le fait de limiter le nombre de comonomeres a deux acides amines, un 
AA^ et un AA^, permet de minimiser rimmunogenicite des particules PV. II s'agit la 
d'un avantage notable de cette forme preferee de realisation de Tinvention. 

Outre leur structure lineaire preferee a enchainements a-peptidiques, les 
S copolyaminoacides (HI) ont, pour autre caracteristique, d*avoir une masse molaire 
elevee, c*est-a-dire superieure ou egale a 5 000 D, de preference comprise entre 8 000 
et 100 000 D. De mani^re plus privile^ee, on selectionne la masse molaire des 
copolyaminoacides (US) en fonction de leur nature : multibloc ou statistique 
(rondom). Dans le cas de polyaminoacides multibloc (m), en particulier dtbloc, on 

10 prefere ceux de masse superieure ou egale a 5 000 D et, de preference, comprise 
entre 3 000 et 100 000 D et, plus preferentiellement encore, entre 5 000 et 20 000 D. 
S'agissant des copolyaminoacides (HI) de type statistiques randoms, on retient, plus 
volontiers, ceux de superieure ou egale a 50 000 D, de preference comprise entre 
10 000 et 300 000 D et, plus preferentiellement encore, comprise entre 10 000 a 

15 100 000 D. 

En fait, ces copolyaminoacides (m) sont des copolymeres amphiphiles 
formes par un premier type de monomeres AAq qui est un acide amine neutre 
hydrophobe et par au moins un deuxieme type de comonomeres AA^ qui est un acide 
amine prisentant une chaine laterale de fonctionnalite carboxyle (Glu/Asp) ionisable a 

20 des pH physiologiques non denaturants pour les proteines. Ces PAA (HI) amphiphiles 
peuvent interagir, a la fois avec des substances hydrophobes et avec des substances 
hydrophiles, ce qui leur confere des proprietes remarquables comma tensioactifs ou 
dispersants. lis participent ainsi a Teffet etonnant par lequel les PV acquierent et 
conservent la qualite de corps certains stables. 

25 S'agissant de la disponibilit6 des PA (HI), il faut signaler qu'il existe de 

nombreuses techniques de synthese de polymeres tfa-aminoacides a blocs ou 
statistiques ou de polymeres a chalnes multiples ou bien encore de polymeres 
contenant une sequence determinee d'aminoacides (cf Encyclopedia of Polymers 
Science and Engeneery (vol 12, page 786, Ivan WILEY & Sons). 

30 De nombreux derives d'aminoacides et de peptides ont ete utilises comme monomeres 
pour la preparation des polyaminoacides. Cependant, les monomeres servant le plus 
couramment sont les anhydrides des N-carboxy-a-aminoacides dont la preparation est 
donnee, par exemple, dans Biopolymers, Ji, 1869 (1976). Les techniques de 
polymerisation de ces monomeres sont connues de lliomme de Tart et sont detaillees 

35 dans I'ouvrage de H. R. KRICHELDORF "a-Aminoacid-N-Carboxy Anhydrides and 
Related Heterocycles" Springer Vertag (1987); 
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Les techniques de synthese impliquent, generalement, de proteger les fonctions 
reactives des acides amines a chaines laterales ionisables, afin qu*elles n^interferent pas 
lors de I'etape de polymerisation. II s'ensuit qu'une etape de deprotection est 
necessaire pour retablir ia fonctionnalite des chaines laterales ionisables du polymere. 
5 On peut citer, par exemple. les procedes de deprotection par saponification des esters 
methyliques (STAHMAN et coll ; J. Biol. Chem., 197, 771 (1952) ; KYOWA 
HAKKO, FR 2 152 582) ou de debenzylation [BLOUT et coll. ; J. Amer. Chem. Soc, 
80,4631 (1858)]. 

S'agissant desormais de I'huile (I), on peut indiquer qu'au sens de 
10 rinvention une huile designe un corps liquide a temperature ambiante et qui, en outre, 
n'est pas ou peu miscible a I'eau. Les matieres grasses liquides a temperature ambiante 
repondent a cette definition. U en va de meme en ce qui conceme les huiles silicones. 

Aussi, conformement a une caracteristique preferee de Tinvention, Thuile 
(I) est formee par un ou plusieurs composes gras selectionnes dans le groupe suivant : 

* triglyceride(s) d'acide d*ester gras a chaines moyennes d'origine 
animate, vegetale ou synthetique, 

* paraffine(s), 

* huile(s) polysiIoxane(s), 

* acides gras d'origine animate ou vegetale, 
20 * acides gras, leurs esters et/ou leurs sels. 

Comme exemple d'huile particulierement adaptee au PV selon invention, 
on peut citer 

- les huiles triglyceridiques du type huile de noix de coco (telle que celle 
commercialisee sous la marque "MYGLIOL®" par la Societe DYNAMIT 

25 NOBEL, 

- I'huile de mais, 

- la paraffine, 

- I'huile d*olive, 

- le palmitate d'isopropyl, 
30 - le stearate de butyle, 

- I'oleate d'ethyle, 

- les esters d'acides eicosapentanoiques docosahexanoiques, 

- le benzoate d*alkyle, 

- les acides eicosapentanoiques docosahexanoiques, 

35 - les triglycerides d'acides eicosapentanoique docosahexanoique, 

- les triglicerides d'acides caprylique. 
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- I'huile de silicone. 

L'huile (I) peut etre constituee par un seul type de corps gras liquide a 
temperature ambiante ou par un melange de plusieurs de ceux-ci. 

Selon une variante, l*huile ou les huiles (I) peuvent etre fractionnees ou 
S non. Le fractionnement permet d'eliminer certaines coupes d'acides gras, de fa^on a 
modifier la temperature de fusion et la viscosite. 

S'agissant precisement de la temperature de fusion, on peut preciser, pour 
fixer les idees, que cellc de Fhuile (I) est inferieure ou egale a 50 **C, de preference a 
40 X et, plus preferentiellement, a 35 °C. 
10 La viscosite de l*huile (I) a 25 X est, en pratique, comprise entre 

10 mPa.s et 3 000 mPa.s. 

Sur le plan quantitatif, Thuile (I) represente de 9 a 90 % en poids, de 
preference de 20 a 80 % en poids et, plus preferentiellement encore, de 40 a 60 % en 
poids des PV. 

15 En ce qui conceme la phase aqueuse (11) des microparticules lipidiques ici 

considerees, elle est, de preference, constituee par une solution saline qui sera, 
avantageusement, tamponnee, de maniere a avoir un pH compris entre 5 et 9, de 
preference entre 6 et 8 et, plus preferentieUement encore, de I'ordre de 7,4. 

Les solutes de cette solution sont des sels comme, par exemple, le NaCl. 
20 Avantageusement, la molarity de la solution saline est comprise entre 

10^ M et 1 M, de preference entre lO-^ M et 0,5 M environ. 

Les tampons eventuellement mis en oeuvre sont, par exemple, les 
suivants : phosphate, phtalate, borate, etc. 

Le fait que la phase aqueuse soit preferentieUement formee par une 
25 solution saline, n'est pas exclusive de la variante dans laquelle on a affaire a de Teau, 
avantageusement desionisee. 

Les mio'oparticules lipidiques preferees conformement a I'invention sont 
celles caracterisees par la composition suivante : 

(I) triglyceride(s) d*acide d'ester gras a chaines moyennes, Thuile de 
30 coco etant particulierement preferee, 

(II) eau deionisee ou solution saline tamponnee, le pH de cette phase 
aqueuse etant compris entre 6 et 8, 

(in) copolyaminoacide de type Leu/Glu, de preference 50/50. 
Au-dela des caracteristiques structurelles et fonctionnelles des PV, telles 
35 qu'elles ont ete enoncees ci-dessus, la presente invention a egalement pour objet un 
procede de preparation de nucroparticules, notamment du type de celles definies 
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supra, caracterise en ce qu'il comprend. essentiellement, les etapes suivantes. 
successives ou non : 



a 



preparation d'un gel a partir de la phase aqueuse (II) et d'au 
moins un copolyaminoacide (m), (D) et (HI) etant tels que 
5 d^finis dans la description, 

- b - mise en presence du gel issu de I'etape - a - avec de I'huile (1), 
telle que definie dans la description, 

-c- agitation du melange gel + (I) conduisant a une dispersion de 
microparticules dans une phase continue huileuse ou aqueuse (I). 
■ ■ eventuelle separation des microparticules et de la phase continue 
huileuse ou aqueuse, de preference par centrifugation, 

- e - eventuelle redispersion des microparticules recueiUies a Tissue de 
I'etape - e - dans un liquide de stockage, 

-f- eventuel traitement de lyophilisation des microparticules de 
^ ^ I'etape - d -, redispersees ou non. 

Vim des fondements de ce precede et des microparticules qui en 
ddcoulent tient a I'etape - a - de preparation d'un gel issu de I'association du 
copolyaminoacide (ID) et de la phase aqueuse (11). D s'agit, plus precisement. de 
melanger (D) a (HI) dans des proportions telles que (HI) represente de 2 a 50 % de 
preference de 5 a 30 % en poids du gel (ID) + (D). Ce melange s'effectue sous 
agitation grace a tout moyen d'agitation connu en lui-meme et approprie. II peu.t 
s'agir, par exemple, d'un dispositif du type Vortex ou bien encore du type rotor-stator. 
barreau magnetique, ultrasons, homogeneiseur haute pression. 
Avantageuscment. cette etape - a - est assortie d'un traitement d'elimination de la 
mousse formte lors de I'agitation. Une telle elimination peut Stre. par exemple, 
realisee par centrifugation. 

Le gel obtenu a I'etape - a - est ensuite mis en presence de tout ou partie de I'huile (I) 
(etape - b -), le melange ainsi forme etant ensuite soumis i une agitation (etape - c -) 
avec des moyens d'agitation du meme type que ceux evoques pour I'etape - a -. Cette 
etape - c - correspond a I'etape de formation des microparticules lipidiques 
L'imrodurtion de I'huile (I) dans le melange de I'etape - b - peut etre effectuee en une 
ou plusieurs fois au cours de I'et^e - c -. 

n est Clair que les conditions d'agitation sont detemiinantes pour la formation des PV 
lors de I'etape - c -, en particulier eu egard a la nature de la phase homogene 
35 contenant les PV : eau ou huile. 
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Aussi, selon un mode prefere de mise en oeuvre de Tinvention, conduisant 
a des PV gel-composite en suspension dans une phase aqueuse, cette agitation - c - 
est realisee a I'aide d*un dispositif rotor/stator et en mettant en oeuvre une vitesse 
d'agitation comprise entre I 000 et 40 000, de preference 5 000 et 25 000 tr/min. 
5 Selon une variante de ce mode prefere, dans iaquelie on vise Tobtention de 

PV en suspension dans une phase huileuse, on enrichit la suspension en huile. 
Au terme de Tetape - c il est possible d*obtenir un produit intermediaire interessant, 
forme par une dispersion concentree de PV dans Teau ou une suspension de PV dans 
I'huile. Dans ce dernier cas, on peut eliminer Thuile excedentaire et on obtient alors un 
10 sedimentat concentre en PV. 

La presente invention a done egalement pour objet cette dispersion et ce 
sedimentat concentres de PV dans I'eau, qui peuvent etre consideres comme des 
produits intermediaires. 

Ces produits intermediaires sont caracterises par : 
15 * une concentration moyenne en copolyaminoacides (ID) variant 

de 1 % a 50 % en poids, de preference de 2 % a 40 % en poids, 
cette concentration s'etablissant, plus preferentiellement encore, 
de 3 % a 30 % en poids ; 

♦ une concentration en huile (I) representant de 9 a 90 % en poids, 
20 de preference de 20 a 80 % en poids et, plus preferentiellement 

encore, de 40 a 60 % en poids ; 

* une concentration en phase aqueuse de 5 a 90 %, de preference 
de 10 a 70 %, plus preferentiellement encore de 30 a 50 % en 
poids ; 

25 les concentrations ci-dessus etant exprimees par rapport a la masse totale de la 
dispersion ou du sedimentat concentres en PV. 

Les quantites relatives d'huile (I) et de phase aqueuse (II) prevaudront 
Tune sur Tautre, selon la nature hydrophile ou hydrophobe visee pour les PV, Dans 
Tapplication biovectcur, cette nature sera fonction du principe actif a vectoriser 

30 Pour recapituler, on peut done indiquer que les microparticules selon 

rinvention peuvent etre definies par les caracteristiques quantitatives suivantes, selon 
lesquelles leurs constituants (I), (D), (III) sont presents dans les proportions ci-apres, 
exprimees en % en poids par rapport a (I) + (11) + (HI) : 

(I) 9 a 90, de preference 20 a 80 et, plus preferentiellement encore, 

35 40 a 60, 
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(n) 5 a 90, de preference 10 a 70 et, plus preferentiellement encore, 

30 a 50, 

(in) 1 a 50, de preference 2 a 20 et, plus preferentiellement encore, 3 
410. 

5 La recuperation des microparticules (etape - d -) peut etre effectuee par tous moyens 
connus et appropries, la centrifiigation ou la decantation sont des exemples de tels 
moyens. 

U milieu de dispersion des PV recuperees a I'etape - d - peut etre de I'eau deionisee 
filtree ou une solution soUde tamponnee, dventuellement additionn^e d'au moins un 

10 agent bacteriostatique. 

Avantageusement, la temperature a laquelle s'effectuent ies etapes - a - a 
- c -, voire >d-a-f-du procede selon I'invention, est comprise entre 4 °C et 60 °C. 
La temperature ambiante est particulierement appropriee, celie-ci etant, de preference, 
comprise entre 10 et 35 "C. 

1 5 Conune cela ressort de ce qui precede, le procede selon I'invention permet 

la generation spontanee de microparticules lipidiques grace a un protocole 
remarquable de simplicite, d'economie et done de faisabUite industridle. On observera, 
egalement, que le procede selon Tinvention est incontestablement et invariablement 
siir, puisqu'il ne prevoit pas le recours a des reactifs ou solvants toxiques. 

Les parametres importants du procede selon I'invention sont, notamment. 
la nature de I'huile (I), la composition du copolyaminoacide (DI) et sa concentration, 
la concentration de la solution saline (II), les conditions d'agitation et le pH du milieu 
reactionnel. 

Lliomme du metier est apte k maltriser rdativement aisement toutes ces 
25 conditions de preparation des PV selon I'invention. En particulier, il est tout a fait a sa 
portee de controler et d'ajuster la granulometrie des microparticules lipidiques en 
jouant sur les conditions d'agitation et sur le rapport des viscosites des phases en 
presence, entre autres. 

Dans la mesure ou I'une des applications les plus remarquables des 
particules selon I'invention est le transport sous protection de principes actifs (PA) 
dans I'organisme humain ou animal, U convient d'apporter des precisions, a ce stade de 
rexpos6, sur la ou les techniques d'inclusions du PA dans les PV. 

L'une des techniques d'inclusion preferee conformement a I'invention 
consiste a dissoudre ou k mettre en suspension ledit PA : 
35 - dans I'huile (I), 

- et/ou dans la phase aqueuse (11), 
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- et/ou dans le polyaminoacide (in), 

- et/ou dans le gel de I'etape - a 

Le PA a inclure dans les PV peut se presenter sous forme solide ou sous 
forme de solution ou de dispersion. 
5 Le principe actif, susceptible d'etre inclus ou incorpore dans les PV selon 

rinvention, peut etre medicamenteux et/ou nutritionnel. Dans le cas ou i1 est 
medicamenteux, le PA est, de preference, choisi parmi : 

* les proteines et/ou les peptides parmi lesquels les plus 
preferentiellement retenus sont les hemoglobines, les 

10 cytochromes, les albumines, les interferons, les antigenes, les 

anticorps, la calatonine, rerythropoietine, I'insuline, les hormones 
de croissance, le facteur IX, rinterleukine ou leurs melanges, 

* les polysaccharides, Theparine etant plus particulierement 
selectionnee, 

IS * les acides nucleiques et, preferablement, les oligonucleotides 

d*ARN et/ou d*ADN, 

* et leurs melanges. 

Les PA, que Ton peut classer dans la categorie des medicaments et qui 
sont propres a etre vectorises par les particules selon I'invention, sont les vaccins. 
20 A titre d'exemples de PA nutritionnels, on peut citer les vitamines, les 

acides amines et les oligo-elements. 

AFPUCATION INDUSTRIELLE : 

25 Selon un autre de ses aspects, I'invention vise egalement I'utilisation de PV 

charges en PA, pour la fabrication de medicaments, notanunent du type systeme a 
liberation contrdlee de PA. 

La presente invention conceme enfin les medicaments et les specialites 
pharmaceutiques et nutritionnelles comprenant les nucroparticules chargees en PA, 
30 telles que decrites ci-dessus. 

Les specialites pharmaceutiques concemees sont, notamment, celles pour 
administration, de preference, par voies orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, 
intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou 
parenterale. 

35 Les applications de I'invention ne sont pas limitees a la vectorisation, au 

transport de PA de nature medicamenteuse ou nutritionndle. En effet, ii est tout a fait 
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concevable que le PA, susceptible d'etre inclus ou incorpore dans les PV, soil un 
produit cosmetique ou phytosanitaire. 

Les applications cosmetiques envisageables sont, par exemple, les 
compositions applicables par voie transdennique. 
5 Les produits phytosanitaires concemes peuvwit Stre, par exemple, des 

herbicides et/ou des fongicides et/ou des bactericides et/ou des virucides et/ou des 
insecticides, entre autres. 

U presente invention a egalement pour objet les compositions 
phytosanitaires et cosm^iques comprenant des PV chargees en PA du type de ceux 
10 vises supra. 

Les exemples qui suivent permettront de mieux comprendre I'invention 
dans ses differents aspects produits/procedes/applications. Ces exemples illustrent la 
preparation de raicroparticules PV. chargees ou non en principes actifs et a base 
d-huUe (IX d'eau (D) et de PAA (HI). Ces exemples montrent, egalement, les 
1 5 caracteristiques de structure, ainsi que les propriites desdites microparticules. 

L'iUustration des exemples est donnee par les fig. I a 11 dont la 
description suit. 
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DESCRIPTION DES FIGURES 



La fig. 1 est une photographic en microscopie electronique a balayage 
(MEB) des PV gel-composite preparees a rexemple 4, grossissement : 1 500 x. 

La fig. 2 est une photographic en microscopie electronique a balayage 
(MEB) des PV gel-composite prepar6es i I'exemple 5, grossissement : 3 200 x. 

La fig. 3 est un histogramme de repartition volumique de PV de gel- 
composite : volume differentiei (V) en % en fonction du diamdtre (D) en nm 
(exemple 4). 

La fig. 4 est un histogramme de repartition vohimique de PV de gel- 
composite lyophilisees et rehydratees . volume differentiei (V) en % en fonction du 
30 diametre (D) en urn (exemple 4). 

La fig. 5 est un histogramme de repartition volumique de PV de gel- 
composite : volume differentiei (V) en % en fonction du diametre (D) en jim 
(exemple 5). 

La fig. 6 est un histogramme de repartition volumique de PV de gel- 
35 composite volume differentiei (V) en % en fonction du diametre (D) en pm 
(exemple 6). 
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La fig. 7 est un histogramme de repartition volumique de PV de gel- 
composite (volume differentiel (V) en % en fonction du diametre (D) en jxm) : 

- courbe 1 : avant lyophilisation/rehydratation, 

- courbe 2 : apres lyophilisation/rehydratation (exemple 7). 

S La fig. 8 represente un histogramme donnant les diametres moyens 

volumiques D[4,3] et les ecarts-types (SD) mesures pour les repartitions 
granulometriques des PV selon les essais 1 a 14 de Texemple 9. 

La fig. 9 est un graphe donnant le pourcentage R de relargage du PA = 
cytochrome en fonction du temps de sejour T en heures (exemple 1 1). 

10 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : SYNTHESE DU RANDOM (STATISTIQUE) P0LY(LEUCINE- 

Glutamate de sodium) 50/50, 

15 

ETAPE 1 ) : COPOL YMERISATION DES NC A- LEU ET NC A-QLU(0ME) : P0LY(LEU-C0- 
Glu(OMe)) 50/50 : 

Dans un reacteur de 1 1, muni d'un agitateur en verre, d'une arrivee d'azote et d'une 
sortie reliee a un buUeur, on introduit, sous courant d*azote, 15,0 g de N- 
20 carboxyanhydride de la glutamate de methyle (NCA-Glu(OMe) : 0,08 mole) et 12,5 g 
de N-carboxyanhydride de la leucine (NCA-Leu : 0,08 mole). 381 ml de dioxane sont 
rajoutes et le milieu reactionnel est porte a 40 °C. 

Apres dissolution des NCA, on introduit 24 ml d'eau, suivi de 0,22 ml de 
triethylamine (soit 1 % molaire par rapport aux NCA). Le suivi de la polymerisation 

25 est effectu6 par IR en observant la disparition des bandes carbonyles a 1 860 et 
1 790 cm'*. La duree de polymerisation varie entre 1,5 h et 3 h selon la composition 
des monomeres. Apres disparition totale des bandes, le milieu reactionnel est dilue par 
380 ml de dioxane, puis homogeneise pendant 3 h a temperature ambiante. Le 
copolymere est recupere par precipitation dans 5 1 d'eau sous bonne agitation. Le 

30 produit est filtre et seche a 50 °C sous vide pendant 12 h. 

La masse de copolymere obtenu est de 18,4 g, soit un rendement ponderal de 90 %. 
RMN IH (acide trifluoroacetique-d) : 0,85 ppm (CHj-Leu, 6H*0,5) ; 1,58 (CHj et 
CHMe2 Leu, 3H*0,5); 2,10 et 2,22 (CH2-GIU, 2H*0,5) ; 2,58 (CHj-Glu ; 2H*0,5) ; 
3,75 (CH3-GIU, 3H*0,5) ; 4,62 (NCHCO-Leu, 1H*0,5) ; 4,70 (NCHCO-Glu, 

35 1H*0,5). Viscosite reduite (0,5 g/dl dans Vacide trifluoroacetique) a 25 X = 2,2 dl/g. 



wo 97/34584 



PCT/FR97/00471 



25 



ETAPE2): HYDROLYSE DE L'ESTER METHYLIQUE DU P0LY(LEU-C0-GLU(0ME)) 
50/50 : 

Le copolymere obtenu precedemment (17,7 g) est place dans un reacteur dans lequel 
on rajoute 354 ml d'adde trifluoroacetique. Le milieu reactionnel est porte a 40 °C 
5 sous agitation. Lorsque le copolymere est totalement dissous, on rajoute 354 ml d'eau 
par petites quantitcs. Le milieu reactionnel est maintenu sous agitation pendant 48 h. 
Le polymere est recupere par pr&ipitaUon dans 5 1 d'eau. Apres filtration, il est a 
nouveau mis en suspension et agite dans I'eau pendant 0.5 h, puis filtre et essore. La 
purification s'efFectue par dialyse dans I'eau. 
10 Rendement 15.9g (95 %). RMN IH (acide trifluoroacetique-d) : identique aux 
polymeres de depart a una exception, le signal a 3,75 (CHj-Glu) est fortement 
diminue ou absent. Dans le cas present, le taux d'esters residuels est inferieur a 1 % 
par rapport aux monomeres glutamate. Viscosite reduite (0,5 g/dl dans I'acide 
trifluoroacetique) a 25 "C = 0,95 dl/g. 



15 



EXEMPLE 2 : SYmHESE DU DIBLOC POLY(LEU-B-GLU(ONa)) 50/50. 



Dans un reacteur de 1 1, on introduit sous agitation 15,0 g de NCA-Glu(OMe) 
(0,08 mole) et 180 ml de dioxane. Apres dissolution, on rajoute 180 ml de toludne et 
20 le milieu est poite a 60 »C. On efTectue le spectre IR de la solution avant de rajouter 
0.156 g de benzylamine (1,58 % molairemCA). U milieu reactionnel se trouble 
rapidement et, au bout de 40 minutes, les bandes caracteristiques a 1 860 et 
1 790 on"' ont di^aru. 

Aprds une heure, on introduit une solution de 12.5 g de NCA-Leu (0,08 mole) dans 
25 un melange dioxane/toluene (15 ml de chaque). L'agitation est poursuivie pendant 
18 h (cette duree n'a pas ite optimisee). Us bandes carbonyles ont alors disparu. 
On ajoute 100 ml de dioxane et le miUeu reactionnel est homogeneise pendant 1 h. Le 
copolymere est precipite dans 3 1 d'ethanol absolu sous forte agitation. II est lave avec 
1 1 d'ethanol, filtre, essore et enfin seche a 50 "C sous vide pendant une nuit. 
30 U masse de produit recuperee est de 19,5 g (rendement = 95 %). RMN IH (acide 
trifluoroacetique-d) : 0,85 ppm (CHj-Leu, 6H*0,5) ; 1,58 (CHj et CHMe^ Leu, 
3H*0,5) ; 2,10 et 2,22 (CHj-Glu. 2H*0,5) ; 2.58 (CHj-Glu : 2H*0,5) ; 3,75 (CH,- 
Glu, 3H*0.5) ; 4,62 (NCHCO-Leu. 1H*0,5) ; 4,70 (NCHCO-Glu, 1H*0,5). Viscosite 
reduite (0,5 g/dl dans I'acide trifluoroac^ique) a 25 »C = 0,62 dl/g. 
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La deuxicme etape d'hydrolyse des esters methyliques est identique a celle decrite 
dans rexemple 1, etape 2. Rendement 95 %. RMN IH (acide trifluoroacetique-d): 
identique aux polymeres de depart a une exception, le signal a 3,75 {CH3-GIU) est 
fortement diminue ou absent. Dans le cas present, le taux d'esters residuels est 
5 inferieur a 1 % par rapport aux monomeres glutamate. Viscosite reduite (0,5 g/dl dans 
Tacide trifluoroacetique) a 25 = 0,55 dl/g. 

EXEMPLE3: Synthese du tribloc poly(Glu(ONa)-Leu-Glu(ONa)) 
25/50/12. 

10 

Dans un reacteur de 1 I, on introduit sous agitation 7,5 g de NCA-Glu(OMe) 
(0,04 mole) et 180 ml de dioxane. Apres dissolution, on rajoute 180 ml de toluene et 
le milieu est porte a 60 On effectue le spectre IR de la solution avant de rajouter 
0, 1 56 g de benzylamine, 

15 Apres la disparition totale du monomere, on introduit une solution de 12,5 g de NCA- 
Leu (0,08 mole) dans un melange dioxane/toluene (15 ml de chaque). L'a^tation est 
poursuivie pendant 18 h. Ensuite, on introduit a nouveau 7,5 g de NCA-Glu(OMe) 
(0,04 mole) qu'on penmet de rcagir pendant 12 heures. On ajoute 100 ml de dioxane 
et le milieu reactionnel est homogeneise pendant 1 h. 

20 Le copolymere est precipite dans 3 1 d'ethanol absolu sous forte agitation. II est lave 
avec 1 1 d'ethanol, filtre, essore et enfin seche a 50 ""C sous vide pendant une nuit. 
La masse de produit recupere est de 19,4 g (rendement = 95 %). RMN IH (acide 
trifluoroacetique-d) : 0,85 ppm (CHs-Leu, 6H*0,5) ; 1,58 (CH2 et CHMez Leu, 
3H*0,5) ; 2,10 et 2,22 (CH^-Glu, 2H*0,37) ; 2,58 (CH^-Glu; 2H*0,37) ; 3,75 (CH3. 

25 Glu, 3H*0,37) ; 4,62 (NCHCO-Leu, 1H*0,5) ; 4,70 (NCHCO-Glu, 1H*0,37). 
Viscosite reduite (0,5 g/dl dans Tacide trifluoroacetique) a 25 = 0,58 dl/g. 

La deu)deme etape d'hydrolyse des esters mdthyliques est identique a celle decrite 
dans rexemple 1, etape 2. RMN IH (acide trifluoroacetique-d) : identique aux 
30 polymere de depart a une exception, le signal a 3,75 (CHj-Glu) est fortement diminue 
ou absent. Dans le cas present, le taux d'esters residuels est inferieur a 1 % par 
rapport aux monomeres glutamate. Viscosite reduite (0,5 g/dl dans I'acide 
trifluoroacetique) a 25 °C = 0,38 dl/g. 
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EXEMPLE4: MiCROPARTICULES NEUTRES PREPAREES A PARTIR DE 
MiGLYOL®, D'EAU ET POLY LEUCINE-CO-GLUTAMATE DE 
SODIUM DE COMPOSITION 50/50 ET DE STRUCTURE RANDOM 

(statistique). 

4.1- Methodologie : 

4,1.1 -Etape a) : Preparation Du gel : 

• On introduit, dans un tube a hemolyse, 50 mg de lyophilisat de 
polyleucine-co-glutamate de sodium (note Leu/Glu), de composition 
50/50, de structure statistique, synthetise selon I'exemple 1 et de de 
110 000. 

• On ajoute la phase aqueuse, typiquement 500 mg, qui peut etre composee 
par de Feau desionisee ou une solution saline tamponnee, par exemple du 
PBS 0,01 M (tampon phosphate, pH 7,4 a 25 ^C). 

• On laisse le lyophilisat de polyaminoacide s'hydrater pendant 2 hewres a 
temperature ambiante. 

• Le gel obtenu se presente sous la forme d^une solution coUoidale 
visqueuse diSiisant dans le bleu. 

4J,2 - ETAPESb) a e) : PREPARATION DES MICROPARTICULES : 

(i) Procede pour obtenir des PV dans une phase continue huileuse : 

• On introduit. dans le tube a hemolyse contenant le gel de 
polyaminoacide, 2 ml de la phase lipidique qui est composee d'huile de 
coco firactionnee, connue sous le nom commercial de Miglyol® 
(DYNAMIT NOBEL). 

• On agite le melange avec un homogeneisateur du type rotor/stator 
(ULTRA-TURRAX T8, TKA LABORTECHNK). On obtient une 
dispersion d^aspect laiteux de microparticules dans une phase continue 
lipidique. 

• Le tube a hemolyse, contenant la dispersion de microparticules, est 
centrifuge. La phase sumageante, composee de Miglyol® 
excedentaire, est separee du sedimentat par simple ecoulement. On 
recueille ainsi 1 340 mg d'huile. 

• Le sedimentat est redisperse dans de Teau desionisee, contenant un 
bacteriostatique : le Thimerosal® (50 ^g/ml), ou dans une solution 
saline tamponnee, par exemple du PBS 0,01 M (tampon phosphate. pH 
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7,4 a 25 °C) contenant du Thimerosal® (50 ng/ml). Le volume total de 
la dispersion obtenue est de 5 000 
(ii)Procede pour obtenir des PV dans une phase continue aqueuse : 

• On introduit, dans le tube a hemolyse contenant le gel de 
5 polyaminoacide, 400 ± 2 ^l de la phase lipidique qui est composee 

d'huile de coco fractionnee connue sous le nom commercial de 
Miglyol® (DYNAMIT NOBEL). 

• On agite le melange avec un homogeneisateur du type rotor/stator 
(ULTRA-TURRAX T8, IKA LABORTECHNIK). On obtient une 

10 dispersion tres dense laiteuse de microparticules dans une phase 

continue eau. 

• La dispersion est alors diluee dans de d*eau desionisee contenant du 
Thimerosal (50 jig/ml), ou dans une solution saline tamponnee, par 
exemple du PBS 0,01 M (tampon phosphate, pH 7,4 a 25 °C) 

15 contenant du Thimerosal (50 ng/ml). Le volume total de la dispersion 

obtenue est de 5 000 \il 

4.2 - CARACTERISATION DES MICROPARTICULES : 

• La composition globale des microparticules avant redispersion est : 
20 * 4 % en polyaminoacide, 

* 53 % en Miglyol®, 

* 43 % d'eau ou de solution saline. 

• La repartition granulometrique des microparticules est mesuree par 
diffraction laser. Uappareil utilise est un COULTER LS 130. Le modele de 

25 calcul choisi est le modele de FRAUNHOFER avec ''PIDS", L'histogramme 

de repartition volumique est donne en fig. 3. Le profit est monomodal, le 
diametre moyen de reference D[4,3] est de 2,8 |un avec un ecart type (SD) 
de 1,1 ^m. 

Exprimee difTeremment, la repartition granulometrique est la suivante : 

30 



1 %dePV: 


10,00 


25.00 


50,00 


75,00 


90,00 


Taille en \m 
inferioire d : 


5,165 


3,876 


2,730 


1,901 


1,394 
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Les microparticules onl ete observees en microscopic electronique a balayage 
(MEB) en platine froide. Les photographies sont donnees fig. 1. 
Les microparticules conservent leur identite et leur integrite dans les 
solvants, tels que racetone, le dimethylsulfoxyde, i'^thanol et dans des 
miliaix aqueux dans la gamme de pH comprise aitre pH = 2 et pH = 1 3 . 
Test a, : Lymphilisation/rehydratation : 

La suspension, diluee dans 50 ml, est lyophiliste pendant 48 h. On recupere 
529 mg de lyophilisat de microparticules. U rehydratation de la totaUte du 
lyophilisat dans 5 ml de PBS conduit, spontanemem, i une suspension de 
microparticules presentant un profil granulometrique, monomodal, similaire a 
celui des microparticules avant lyophilisation (cf. fig. 4). Le diametre moyen 
volumique, D[4,3], est de 2.9 urn et I'ecart type de 2 |im, soil un A de 3,5 % 
par rapport au D[4,3] de reference. 



20 



25 



30 



15 


Tesio^ 


: resuhats : 




%dePV: 


10 


25 


50 


75 


90 




Taille en \un 


0,907 


1,385 


2.322 


3,873 


5,816 




inferieure k : 













Test : 

On trouve un D[4,3] de 3 ^m avec une estimation de I'ecart type de 2 ^m, 
soit un A de 7, 1 % par rapport au D[4,3] de reference. 
Test o, ; 

* kpH2, on mesure un D[4,3] de 3.9 nm avec un SD de 2,9 nm, soit un A 
de 3,5 % par rapport au D[4,3] de reference, 

* a pH 13, on mesure un D[4,3] de 3,0 jim avec un SD de 2,2 fim. soit un A 
de 7, 1 % par rapport au D[4,3] de reference. 

Test : 

La stabilite de forme des microparticules stockees en dispersion aqueuse ou 
bien saline, a 4 "C, 37 "C et a temperature ambiante. est analysee par un suivi 
de la granulometrie des microparticules. On considere les microparticules 
physiquement stables lorsque la modification enregistree du diametre moyen 
D[4,3] n'excede pas plus de 20 % du D[4,3] initial. 
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Test : resultats : 



Temperature dc stockage 


4»C 


T ambiante 


17*»C I 


Stab, en dispersion aqueusc 




> 1 an 




Stab, en dispersion saline 


> 6 mois 







ExempleS: Nanoparticules neutres preparees a partir de 
5 miglyol®, d'eau et de poly leucine-coglutamate de 

sodium de composition 50/50 et de structure random . 



5. 1- Metoodologie : 

J././ - ETAPEa) : Preparation Du GEL : 
10 • On procede scion rexemple 4.1.1 en mettant en oeuvre une niasse de 

150 mg du polyaminoacide cite precedenunent. La phase aqueuse, est 
alors typiquement de 1 350 mg. 
5.1.2' ETAPE b) a e) : PREPARATION DE NANOPARTICULES : 

• On introduit dans le tube a essai contenant le gel de polyaminoacide 
IS 1 200^] de Miglyoto. 

• On agite le melange avec un homogeneisateur du type rotor/stator 
(ULTRA-TURRAX T8, DCA LABORTECHNflK). On obtient ainsi une 
suspension aqueuse concentree et visqueuse de microcapsules. 

• On dilue cette suspension dans un volume total de IS ml d'eau desionisee 
20 ou de solution isotonique tamponnee phosphate a pH 7,4. 

• On introduit la suspension diluee de microparticules dans le reservoir d*un 
homogeneiseur haute pression de type Microfluidizer M-llOS de marque 
MICROFLUIDICS. 

• On pratique une homogeneisation de la suspension diluee de 
25 microparticules pendant 10 min, en appliquant une pression d'entree sur la 

pompe de Tordre de S bars. 

• On recueille alors, par vidange du reservoir, une suspension de 
nanoparticules. 



30 5.2- CARACTERISATIONDES NANOPARTICULES: 

• La composition globale des nanoparticules avant dilution est : 6 % en 
polyaminoacide ; 43 % en Miglyol® : 51 % d'eau ou de solution saline. 
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• La repartition granulometrique des microparticules est mesuree par 
diffraction laser. L'appareil utilise est un COULTER LS130 ; le modele de 
calcul choisie est le modele de Psl OM.D indued "PIDS". Uhistogramme de 
repartition volumique est donne en fig, 5. Le diametre moyen de reference 
D[4J] est de 0,420 fim avec un ecart type de 0,37 \xm. 



%dePV: 


10 


25 


50 


75 


90 


Taille en \im 
inferieure a : 


0,191 


0,242 


0,321 


0,434 


0,592 1 



• Test a 2 : 

10 On obtient un D[4,3] de 0,45 et un SD de 0,41 ^m, soit un A de 7.1 % 

par rapport au D[4,3J de reference. 

EXEMPLE6: Microparticules neutres preparees a partir de 

MlGLVOL<B», D'EAU ET POLY LEUCINE-CO-GLUTAMATE DE 
* 5 SODIUM DE COMPOSITION 50/50 ET DE STRUCTURE DIBLOC. 

6.1 - Methodologie : 

6.1.1- ETAPEa) : Preparation Du GEL : 

• On introduit, dans un tube a hemolyse, 146 mg de lyophilisat de poly 
20 leucine-co-glutamate de sodium (note LEU/GLU) synthetise selon 

Texemple 2. 

• On ajoute la phase aqueuse, typiquement 702 ± 0,2 mg, qui peut etre 
composee par de Feau desionisee filtree a 0,22 urn, ou une solution saline 
tamponnee, par cxemple du PBS 0,01 M (Solution isotonique, tamponnee 

25 phosphate a pH 7,4 a 25 T ). 

• On laisse le lyophilisat de polyaminoacide s'hydrater. 

• Le gel obtenu se presente sous la forme d'une solution coUoidale 
visqueuse diffusant fortement dans le blanc. 

6.1,2 - ETAFES b) a e) : PREPARATION DES MICROCAPSULES : 

• On procede ensuite comme dans Texemple 4.i.2(i) Apres centrifugation, on 
recueille 1 518 mg d'huile. 
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6.2 - CARACTERISATION DES MICROCAPSULES : 

• La composition globale des microparticules avant redispersion est : 12 % en 
polyaminoacide ; 31 % en Miglyol® ; 57 % d'eau ou de solution saline. 

• La repartition granulometrique des microparticules est mesuree par 
5 diffraction laser. L'appareil utilise est un COULTER LS130 ; le modele de 

calcul choisi est le modele de FRAUNHOFER indued TIDSr 
Lliistogramme de repartition volumique est donne en Tig. 6. Le profil est 
monomodale, le diametre moyen de reference D[4,3] est de 1,9 pm avec un 
ecarttypede 1,2 ^m. 

10 . 



%dePV: 


10 


25 


50 


75 


90 1 


1 Tailleen^m 
1 inferieure^: 


0,801 


1.096 


1,605 


2,433 


3,678 



• Les microparticules ont ete observees en MEB en platine froide, Les 
photographies sont donnees en fig. 2. 

• Testa^: 

15 On obtient un A de D[4,3] inferieur ou egal a 10 % par rapport au D[4,31 de 

reference. 



Test - Risultais : 



Temperature de stockaee 


4"C 


T ambiante 


37 ^C 


i StabiHte en dispersion saline 


> 18 mois 


> 12 mois 


> 3 mois 



20 

EXEMPLE7: MICROPARTICULES NEUTRES PREPAREES A PARTIR DE 

MIGLYOL®, D'EAU ET POLV LEUCINE-CO-GLUTAMATE DE 
SODIUM DE COMPOSITION 30/70 ETDE STRUCTURE RANDOM. 

25 7.1- Methodologie: 

7. LI' ETAPE a) : Preparation Du gel : 

• On introduit, dans un tube a hemolyse, 100 mg de lyophilisat de poly 
Icucine-co-glutamate de sodium (note LEU/GLU) de composition 30/70, 
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15 



synthetise selon le protocole donne a I'ocemple 1 en modifiant ie ratio des 
monomeres. 

• On ajoute la phase aqueuse, typiquement 400 mg, de PBS 0,01 M 
(solution isotonique, tamponnee phosphate a pH 7,4 a 25 °C ). 

5 •On laisse Ie lyophilisat de polyaminoacide s'hydrater. 

• Le gei obtenu se presente sous la forme d'une solution coUoidale 
visqueuse diffiisant dans le bleu. 

7. J. 2- ETAPE b) a e) : PREPARATION DES MICROCAPSULES : 

• On precede tel que decrit dans I'exemple 4.l.2(i). Apres centrifugation, on 
10 recueille I 620 mg d'huile. 

7.2 - Caracterisation des microcapsules : 

• La composition globale des microparticules avant redispersion est ; 12% tai 
polyaminoacide ; 38% en Miglyol ®; 50 % de solution saline. 

• U repartition granulomitrique des microparticules, mesuree par diffraction 
laser dans les conditions standard stipulees dans I'exemple 4, donne un 
diam^ moyen de reference DI43I de 2,9 fun avec un ecart type de 1,5 |im 
(of fig. 8, courbe 1). 

Lyophiusation/rehydratation : 
20 • Testo^: 

La dispersion de microparticules, ainsi obtenues et caracterisees, est 
lyophiUsee pendant 48 heures. On recupere 212 mg de lyophilisat de 
microparticules. La rehydratation de la totalite de ce lyophilisat dans 5 ml de 
PBS, conduit, spontan^ment, k une suspension de microparticules presentant 
un profU granulometrique quasiment superposable a celui d'avant I'etape de 
lyophilisation. Le 0(4,3] est de 3.0 nm avec un ecart type de 1,8 fim. (cf 
fig. 7, courbe 2), soit un A D[4,3] par rapport au D[4,3] de reference a 
3,4 %. 

30 



25 



35 
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EXEMPLE 8 : MiCROPARTICULES NEUTRES PREPAREES A PARTIR D'HUU^E DE 
SILICONE D'EAU ET POLY LEUCINE-CO-GLUTAMATE DE SODIUM 
DE COMPOSITION 30/70 ET DE STRUCTURE RANDOM. 



5 8.1- METHODOLOGIE : 

5.7. 7 - ETAPEA) : PREPARATION DU GEL : 

• On introduit dans un tube i hemolyse SO mg de lyophilisat de poly 
leucine-co-glutamate de sodium (note LEU/GLU) de composition 30/70, 
synthetise selon le protocole donne a Texemple 1 en modifiant le ratio des 

10 monomeres. 

• On ajoute la phase aqueuse, typiquement 450 mg, de PBS 0,01 M 
(solution isotonique, tamponnee phosphate a pH 7,4 a 25 °C ). 

• On I^sse le lyophilisat de polyaminoacide s*hydrater. 

• Le gel obtenu se presente sous la forme d'une solution coUoidale 
1 S visqueuse diffiisant dans le bleu. 

8,L2 - ETAPE b) a e) : PREPARATION DES MICROCAPSULES : 

• On introduit dans le tube a hemolyse contenant le gel de polyaminoacide 
2 000 \i\ d'huile de silicone de reference Rhodorsil® 47V20. 

• On agite le melange avec un homogeneisateur du type rotor/stator 
20 (ULTRA-TURRAX T8, DCA LABORTECHNDC). On obtient une 

dispersion d'aspect laiteux de microparttcules dans une phase continue 
huileuse. 

• Le tube a hemolyse, contenant la dispersion de microparticules, est 
centrifiige (20 min a 3 500 tr/min). La phase sumageante, composee 

25 d'huile de silicone excedentaire, est separee du s^dimentat par simple 

ecoulement ; on recueille ainsi 921 mg dliuile. 

• Le sedimentat est redisperse dans de d*eau desionisee contenant du 
Thimerosal® (50 pg/ml), ou dans une solution saline tamponnee, par 
exemple du PBS 0,01 M (tampon phosphate, pH 7,4 a 25 °C) contenant 

30 du Thimerosal® (50 ^g/ml). Le volume total de la dispersion obtenue est 

de 5 000 ^1. 



35 



8.2- 



CARACTERISATION des MICROCAPSULES : 

• La composition globale des microparticules avant redispersion est : 
polyaminoacide ; 66,6 % de Rhodorsil® ; 30,1% de solution saline. 



3,3 % en 
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• La repartition granulometrique des microparticules, mesuree par diffraction 
laser dans les conditions standard stipulees dans i'exemple 4, donne un 
diamfetre moyen D[4,3] qui est de4,7 avec un ecart type de 1,7 ^m. 

5 EXEMPLE 9 : Microparticules neutres preparees a partir d'huile de 

DIFFERENTES NATURES D'EAU ET POLY LEUCINE-CO- 
GLUTAMATE DE SODIUM DE COMPOSITION 50/50 ET DE 
STRUCTURE RANDOM. 



10 9.1- METHODOLOGIE : 

On procede comme indique dans I'exemple 8 et on met en oaivre les huiles 
suivantes : 



1 ESSAI 


NOM USUEL 


NOMCOMMEROAL 


1 

FOURNISSEUR 




alooot oleique 


NOVOl. 


CRODA 


: 


trifilyciridc tfacidcs ctcosapentanoique docosahcjunofque 


[NCROMEGATG 


CRODA 


3 


trislyciride ifacides capriliques capriques 


MIGLYOL 


HULS 


4 


triKlvceride (facides capriliques 


TRJCAPRYLIN C8 


SIGMA 


5 


triKlycmde (facides capryliques trigtycerides 


CRODAMOLGTCC 


CRODA 


6 


bcnzoated*«Ikvle 


CRODAMOLAB 


CRODA 


7 


fttlinitate d'isopropyle 


CRODAMOLIPP 


CRODA 


8 


flitfite de biitvle 


CRODAMOLBS 


CRODA 


9 


esters tfaddes eicosapemanoTques docosahexamriques 


INCROMEGA E 


CRODA 


10 


olcated'aiivie 


ETHYL OLEATE 


CRODA 


11 


huile de parafime 


coupe CI 6/C2i 


MORELS ALABE 


12 


huile de siiteone 


RHODORSIL47V100 


RHONE POULENC 


13 


huile d'olive 


REFINED OLIVE OIL 


CRODA 


14 


actdes eioosapenta»o!ques doco6abcxanoI<^ucs 


INCROMEGA F 


CRODA 



15 9.2- CARACTERISATION DES MICROCAPSULES: 

• La composition globale des microparticules, avant redispersion, varie selon 
les phases lipidiques utilis6es, dans les intervalles suivants : 3 a 4 % en 
polyaminoacide ; 64 a 69 % huile, 28 a 32 % d'eau ou de solution saline. 
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Seules les microparticules a base d'INCROMEGA E affichent une 
composition differente avant redispersion : 5 % en polyaminoacide ; 51 % 
huile ; 44 % d'eau ou de solution saline. 
• Les repartitions granulometriques des microparticules sont mesurees par 
5 diffraction laser. Uappareil utilise est un COULTER LS130 ; le modele de 

calcul choisi est le modele de FRAUNHOFER indued "PIDS". Les 
diametres moyens volumiques, D[4,3], et les ecarts types obtenus sont 
reportes sur le graphe de la fig. 8. 

10 EXEMPLEIO: Microparticules neutres preparees a partir de 

MiGLYOL®, d'eau et DE DIFFERENTS COPOLY a- 
AMINOACIDES DE STRUCTURE RANDOM. 

10.1-METHODOLOGIE: 

On procede comme mentionne dans Texemple 4.1.1 et 4,1.2(1). Les copoly a- 
aminoacides mis en oeuvre sont ceux donnes dans le tableau ci-dessous. Le 
temps dliydratation du lyophilisat de polymere dans la solution isotonique (PBS 
0,0 IM tamponnee a pH 7,4) est de 24 heures. Les gels obtenus presentent des 
>ascosites diflferentes. 





■ .Copoly a AMiNOAODEs 


FOURNISSEUR 


1 


Poly (Glu ; Phe) 80/20 


S1GN4A 


2 


Poly(Glu/Leu) 80/20 


SIGMA 


3 


Poly (Glu/Tyr) 50/50 


SIGMA 


4 


Poly (Glu/lcu) 25/75 


FLAMEL TECHNOLOGIES 


5 


Polv(Om/Lcu) 50/50 


SIGMA 



10.2 - Caracterisation des microparticules : 

• La composition globale des microparticules, avaht redispersion, vane selon 
les polymeres utilises, dans les intervalles suivants : 

25 



15 



20 



30 
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1 ■ .i::N<> : 


% Eau 


%:MVCLIOL 


% POLYMERE 




20 


77 


3 


2 


33 


62 


5 


3 


51 


43 


6 


4 


39 


56 


5 


5 


27 


68 


5 



Les repartitions granulometriques des microparticules sont mesurees par 
diflraction laser. L'appareil utilise est un COULTER LS130 ; le modele de 
calcul choisi est le modele de FRAUNHOFER indued "PIDS". Les 
diametres moyens volumiques, D[4,3], et les ecarts types (SD) obtenus sont 
report^s sur le tableau suivant : 





Dr4.3J|iiii 




Prohlde 

REPARTITION . 


1 


5.5 


3,6 


Monomodale 


2 


8.8 


8.6 


Bimodale 


3 


155.5 


114 


_ Monomodale | 


4 


5,9 


3,9 


Monomodale u 


5 


9.7 


IhO 


Bimodale 1 



• Les microparticules des lots 1 a S satisfont au test Oj. 

10 

ExEMPLEll: Microparticules contenant du cytochrome, 

PREPAREES A PARTIR DE MiCLYOL®, D'EAU ET DE POLY 
LEUCINE-CO-GLUTAMATE de sodium DE COMPOSITION 50/50 
ET DE STRUCTURE RANDOM - ENCAPSULATION PAR VOIE 
15 DIRECTE. 



11.1-METHODOLOGIE: 

Trois lots de microcapsules ont ete fabriquees selon des conditions operatoires 
identiques decrites ci-dessous. 
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//.;.; - ETAPEa) : Preparation Du GEL : 

• On prepare 1,5 ml d'une solution mere de cytochrome C coeur de cheval 
(ref C2506 SIGMA) a 60 mg/ml dans un tampon phosphate isotonique 
(PBS) 0,01 M,pH7,4. 

5 • On introduit, dans un tube a hemolyse, 50 ± 0,2 mg de lyophilisat de poly 

leucine-co-glutamate de sodium (note LEU/GLU) de composition 50/50, 
de structure random et de de 1 10 000. 

• On ajoute 450 mg de la solution mere de cytochrome, 

• On laisse le lyoplulisat de polyaminoacide s'hydrater. 

10 • Le gel obtenu se presente sous la forme d'une solution coUoidale 

visqueuse rouge/orange. 
IJ.L2 - ETAPES b) a e) : PREPARATION DES MICROCAPSULES SELON PROTOCOLE 
EXEMPLE4J.2(I): 

• On introduit, dans le tube a hemolyse contenant le gel de polyaminoacide 
15 et de cytochrome, 2 000 ^1 de Miglyol® (DYNAMIT NOBEL). 

• On agite le melange avec un homogeneisateur du type rotor/stator 
(ULTRA-TURRAX T8, IKA LABORTECHNIK). On obtient une 
disper^on d*aspect laiteux de microparticules dans une phase continue 
lipidique. 

20 • Le tube a hemolyse, contenant la dispersion de microparticules, est 

centrifuge. La phase sumageante, composee de Miglyol® excedentaire, 
est separee du sedimentat par simple ecoulement. On recueille ainsi 
1 577 mg d'huile. 

• Le sedimentat est redisperse dans du PBS filtree a 0,22 ^m contenant du 
25 Thimerosal® (50 ng/ml). Le volume total de la dispersion obtenue est de 

20 ml. 'Stockage de la dispersion de microparticules dans une enceinte 
ventilee, conditionnee a la temperature de 37 ''C. 

1 1.2 - Caracterisation des microparticules : 
30 -La composition globale des trois lots de microparticules avant redispersion 

varie de : 5 ± 1 % en polyaminoacide ; 39 ± 3 % en Miglyol® ; 55 ± 3 % en 
PBS. 

• La repartition granulometrique des microparticules, mesuree par diffraction 
laser sur un COULTER LSI 30 en mode FRAUNHOFER indued "PIDS", 
35 est monomodale pour les trois lots, avec un diametre moyen volumique 

DI4,31 de 2,4 ± 0,5 |un et un ecart type de 1,1 ± 0,4 jim. 
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1 1.3 - Etude de relargage : 

Pour I'etude de relargage on precede par filtration, a un temps donne, d'un 
volume connu de dispersion de microparticules. Le filtrat est ensuite analyse par 
5 HPLC, pour doser le cytochrome non encapsule ou relargu6. Les filtrations ont 

ete realisees a To puis apres 3 heures, 5 heures, 17 heures, 24 heures et 5 jours 
de stockage a 37 *C. 
Conditions DE FILTRATION : 

• Cellule de diafiltration a agitation de type AMICON de 50 ml de capacite. 
10 • Membrane de type polysulfone (ref XM 300, AMICON). 

Conditions de dosage : 

• HPLC a separation par affinite sur colonne PLRPS (300 A). 
Resultats: 

• Les rendements d'encapsulation, definis comme le rapport de la quantite 
15 de cytochrome encapsule sur la quantite de cytochrome initialement 

introduite, sont de 100 %, pour un taux d'encapsulation de 35 % de 
cytochrome/polymere. 

• On ^observe aucun relargage R de cytochrome dans le milieu de 
dispersion, apres 5 jours de stockage a 37 ^C (cf. fig. 9). 

20 

EXEMPLE12: Microparticules contenant du cytochrome, 

PREPAREES A PARTIR DE MiGLYOL®, D'EAU ET DE POLY 
LEUCINE-CO-GLUTAMATE de sodium DE COMPOSITION 50/50 
ET DE STRUCTURE RANDOM - ENCAPSULATION PAR AUTO 
25 ASSOCUTION. 

12.1 - Methodologie : 

Un lot de microcapsules a ete fabrique selon les conditions operatoires decrites 
dans I'exemple 4.1.1 et 4.l.2(i). Le sedimentat de microparticule est alors disperse 
30 dans un volume de 10 ml de solution isotonique tamponne phosphate a pH 7,4 

contenant 1,0 mg/mJ de cytochrome C coeur de cheval. Apres un temps de 
contact de 24 h a temperature ambiante, la dispersion de microcapsules est 
filtree selon les conditions donnees dans Fexemple 11. L'analyse HPLC revele 
une concentration en cytochrome libre present dans le filtrat de 0,5 mg/ml. 

35 
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12.2 - RESULTAT : 

Le taux d'encapsulation en cytochrome est de 10 % par rapport au polymere, 
pour un rendement d'encapsulation de 50%. 

5 

exemple 13 : microparticules contenant une proteine antigenique 
de la maladie de lyme *'osp preparees a partir de 
miglyol®, d*eau et de poly eucine-co-glutamate de 
sodium de composition 50/50 et de structure random.: 
1 0 Encapsulation par voie directe. 

13.1 - Methodologie : 

1 3. j. j - etapea) : preparation/ du gel : 

• On introduit dans un tube a hemolyse 50 mg de lyophilisat de poly 
15 leucine-co-glutamate de sodium (note LEU/GLU) synthetise selon 

Texemple 1. 

• On ajoute 450 mg d'une solution aqueuse contenant 4,4 mg/ml d'Osp A. 
J3J.2 - ETAPESb) a e) : PREPARATION DES MICROCAPSULES : 

• On effectue ces etapes de la meme facfon que celle decrite pour le 
20 precede de I'exemple 4. 1 .2(i). 

Filtration: 

• Un volume de 2 ml de dispersion de microcapsules est introduit dans un 
tube d'ultrafiltration de type ULTRAFREE XM300, commercialise par 
MBLLIPORE. 

25 • Apres centrifugation. on recueille 1 ml de filtrat que Ton analyse par 

dosage ELISA. 

13.2 - RESULTAT : 

• Le dosage ELISA revele une concentration d'Osp A, non encapsulee, dans le 
30 filtrat de 0,21 mg/ml. 

• Le taux d'encapsulation en Osp A est de 0,36% par rapport au polymere, 
pour un rendement d'encapsulation de 46 %. 
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EXEMPLE 14 : MICROPARTICULES CONTENANT UNE GLYCOPROTEINE 
ANTIGENIQUE DE LA MALADIE DE L'HERPES "gD2t", 
PREPAREES A PARTIR DE MlGLYOL(8>, D'EAU ET DE 
POLYLEUCINE-CO-GLUTAMATE DE SODIUM DE COMPOSITION 
50/50 ET DE STRUCTURE RANDOM - ENCAPSULATION PAR VOIE 
DIRECTE. 

14.1 - Methodologe : 

14J.] - ETAPEa) : Preparation Du GEL : 

• On introduit, dans un tube a hemoiyse, 50 mg de lyophilisat de poly 
leucine-co-glutamate de sodium (note LEU/GLU) selon Texempie 1 . 

• On ajoute 450 ± 0,2 mg d'une solution aqueuse contenant 0,666 mg/ml 
de gD2t. 

14. 2 - Etapes b) a e) : Preparation desmicrocafsules : 

• On effectue ces etapes de ia meme fapon que decrite pour le procede avec 
inversion d'emulsion de Texemple 4. 1 .2(i). 
Filtration: 

• Un volume de 2 ml de dispersion de microcapsules est introduit dans un 
tube d'ultrafikration de type ULTRAFREE XM300, commercialise par 
MILLIPORE. 

• Apres centrifugation, on recueille 1 ml de filtrat que I'on analyse par 
dosage ELISA. 

25 14.2- RESULTATS: 

• Le dosage ELISA revele une concentration de gG2t, non encapsulee, dans le 
filtrat de 5 fig/ml. 

• Le taux d'encapsulation "gD2t" est de 0,12% par rapport au polymere, pour 
un rendement d*encapsulation de 92 %. 
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REVENDICATIONS : 

1 - Microparticules susceptibles d'etre utilisees comme vecteurs de 
principe(s) actif(s) (PA), caracterisees : 

* a * en ce qu'elles ont chacune une structure cohesive faite de gel- 
5 composite, physico-chimiquement stable et integre, 

* p * en ce qu'elles tirent leur cohesion de la presence des trois 

composes suivants : 

(I) de I'huile, 

(II) une phase aqueuse, 

IQ (DI) et au moins un copolyaminoacide lineaire non reticule, 

synthetique et comportant au moins deux types difFerents 
de comonomeres aminoacides AAj hydrophile et AAq 
hydrophobe, 

*7* et en ce qu'elles presentent une taille moyenne controlable et 
15 syustable sur une gamme inferieure ou egale a 500 jjim, de 

preference a 200 \im et, plus preferentiellement, comprise entre 
0,05 et 100 ^m. 

2 - Microparticules selon la revendication 1, caracterisees en ce que leurs 
caracteristiques * a * sont refletees par au moins Tune des proprietes fonctionnelles 
20 suivantes : 

- tti - absence de coalescence des microparticules suite a un traitement 

de lyophilisation, cette non-coalescence se traduisant par une 
conservation de la repartition granulom6trique, en particulier du 
D[4,3] a rwson de ± 20 %, apres rehydratation sdon un test a, ; 

25 - - absence de coalescence a la centrifugation se traduisant par une 

conservation de la repartition granulom6trique et, en particulier 
du D[4,3] a raison de ± 20 %, selon un test 04 ; 
-Oj- resistance aux variations de pH se traduisant par une 
conservation de la repartition granulometrique des 

30 microparticules et, en particulier, du D[4,3] a raison de ± 20 %, 

apres soumission a des pH de 2 a 13, selon un test CX3 ; 

- a4 - absence de coalescence en dispersion dans une solution saline 

tamponnee, se traduisant par une conservation de la repartition 
granulometrique des microparticules, en particulier de leur 
35 D[4,3] a raison de ± 20 %, pendant des durees de stockage 
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superieures ou egales a 3, 9 et 18 mois a des temperatures de 
37 °C, ambiante et 4 ^^C, respectivement, selon un test a^. 

3 - Microparticules selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce que 
le copolyaminoacide (m) presente : 

5 * des comonomeres AA^ choisis dans le groupe d'aminoacides 

suivants : acide glutamique, acide aspartique, ornithine, arginine, 
lysine, asparagine, histidine et leurs melanges, 

* ainsi que des comonomdres AA^ choisis dans le groupe 
d'aminoacides suivants : leucine, tyrosine, phenylalanine, valine. 

^0 cystine, isoleucine et leurs melanges. 

4 - Microparticules selon la revendication 3, caracterisees en ce que 
AA^ = Glu et/ou Asp et AA^ = Leu et/ou Leu, et/ou Tyr et/ou Phe. 

5 - Microparticules selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterisees en ce que le copolyaminoacide (HI) est de structure statistique ou de 

1 5 structure dibloc, tribloc ou multibloc. 

6 - Nficroparticules selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterisees en ce que le copolyaminoacide (ID) est soit multibloc et possede une 
masse molaire superieure ou egale a 5 000 D, de preference comprise entre 5 000 
et 100 000 D et, plus preferentiellement encore, entre 5 000 et 20 000 D, soit random 

20 (statistique) et possede une masse molaire superieure ou egale a 50 000 D, de 
preference comprise entre 10 000 et 300 000 D et, plus preferentiellement encore, 
comprise entre 10 000 a 1 00 000 D, 

7 - Microparticules selon Tune quelconque des revendications I a 6, 
caracterisees en ce que ITiuile (I) est formee par un ou plusieurs composes gras 

25 selectionnes dans le groupe suivant : 

* triglyceride(s) d'acide d'ester gras a chaines moyennes d'origine 
animale; vegetale ou synthetique, 

* paraffine(s), 

* huile(s) polysiloxane(s), 

* acides gras d'origine animale ou vegetale, 

* esters acides gras, leurs esters et/ou leurs sels. 

8 - Microparticules selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterisees en ce que la phase aqueuse (O) est constitute par une solution saline, de 
preference tamponnee. 

9 . Microparticules selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterisees par la composition suivante : 
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(I) triglyceride(s) d'acide d'ester gras a chaines moyennes, Thuile de 
coco etant particulierement preferee, 

(II) eau deionisee ou solution saline tamponnee, le pH de cette phase 
aqueuse etant compris entre 6 et 8, 

5 (m) copolyaminoacide de type Leu/Glu, de preference 50/50. 

10 - Procede de preparation de microparticules, notamment du type de 
celles selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracterise en ce qu*il 
comprend, essenticllement, les etapes suivantes, successives ou non : 

- a - preparation d'un gel a partir de la phase aqueuse (11) et d'au 
10 moins un copolyaminoacide (III), (U) et (HI) etant tels que 

definis dans les revendications 1 a 9, 

- b - mise en presence du gel issu de I'etape - a - avec de I'huile (1), 

telle que definie dans les revendications 1 et/ou 7, 

- c - agitation du melange gel + (1) conduisant a une dispersion de 
1 5 microparticules dans une phase continue huileuse ou aqueuse (1), 

- d - eventuelle separation des microparticules et de la phase continue 

huileuse ou aqueuse, de preference par centiifugation, 

- e - eventuelle redispersion des niicropaitlcules recueillies a Tissue de 

Vetape - e - dans un liquide de stockage, 
20 -f- eventuel traitement de lyophilisation des microparticules de 

Tetape - d redispersees ou non. 

11 - Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que Tetape - a - 
consiste a melanger la phase aqueuse (U) et le (ou les) copolyaminoacide(s) (ID) dans 
des proportions telles que (HI) represente de 2 a 50 %, de preference de 5 a 30 % en 

25 poids du gel (IH) + (U). 

12 - Procede selon ia revendication 10 ou la revendication 1 1, caracterise 
en ce que I'on prevoit d'introduire de Thuile (I) dans le melange de Tetape - b au 
cours de Tetapc - c 

13 - Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise 
30 en ce que Tagitation - c - est realisee a I'aide d'un dispositif rotor/stator et en mettant 

en oeuvre une vitesse ^agitation comprise entre 1 000 et 40 000, de preference 5 000 
et 25 000 tr/min. 

14 - Procede selon Tune quelconque des revendications I a 13, caracterise 
en ce qu'il s'eflFectue a temperature ambiante comprise, de preference, entre 10 et 

35 35 X. 
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15-Procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 14, 
caracterise en ce que Ton incorpore au moins un PA dans Thuile (I) et/ou dans la 
phase aqueuse (II) et/ou dans le PAA (III) et/ou dans le gel (II) + (III) de Tetape 
- a de facon a obtenir des microparticules chargees en PA. 
5 16 - Microparticules selon Tune quelconque des revendications 1 a 9 et/ou 

obtenues par le procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 15, 

caracterisees en ce que le principe actif est medicamenteux et, de 
preference, choisi parmi : 

* les proteines et/ou les peptides parmi lesquels les plus 
•0 preferentiellement retenus sont : les hemoglobines, les 

cytochromes, les albumines, les interferons, les antigenes, les 
anticorps, la calatonine, rerythropoietine, I'insuline, les 
hormones de croissance, le facteur IX, rinterleukine ou leurs 
melanges, 

^5 * les polysaccharides, I'heparine etant plus particulieremenl 

selectionnee, 

* les acides nucleiques et, preferablement, les oligonucleotides 
d'ARN et/ou d'ADN, 

* et leurs melanges. 

20 ^7 - Microparticules selon Tune quelconque des revendications 1 a 9 et/ou 

obtenues par le procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 15, 
caracterisees en ce que le principe actif est constitue par au moins un vaccin. 

18 - Specialite pharmaceutique pour administration, de preference, par 
voie orale, nasale, vaginale. oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, 

25 intradermique, intraperitoneale. intracerebrale ou parenterale, 

caraaerisee en ce qu'elle comporte des particules selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 9, 16 et 17 et/ou obtenues par le procede selon 
Tune quelconque des revendications 10 a 15. 

19 - Microparticules selon Tune quelconque des revendications I a 9 et/ou 
30 obtenues par le procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 15. 

caracterisees en ce que le principe actif est un produit phytosanitaire ou cosmetique. 
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